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RESUME
Les maladies cardio-vasculaiies sont responsables de 50% de la mortalité dans la plupart
des pays industrialisés. Sur le banc des accusés: F artériosclérose. Au terme des études
^idémiologiques menées par les instituts de médecine sociale et préventive, il a été
démontré que le facteur commun à la plupart de ces maladies cardio-vasculaires, entre
autres l'infarctus myocardique, l'accident cérébrovasculaire, et l'hypertension artérielle,
est principalement l'artériosclérose. Cette maladie dégénératrice des vaisseaux est
caractérisée par l'épaississement et l'induration des tuniques de petites artères et des fins
vaisseaux, causant une diminution de leur calibre et leur élasticité. L'athérosclérose est
une modalité de l'artériosclérose: ici, les gros troncs artériels s'encrassent avec des
dépôts graisseux jaunâtres appelés athéromes. Les principaux facteurs de risques dans la
genèse de l'artériosclérose intervieiment à différents niveaux de la paroi vasculaire par
leurs effets mécaniques (hypertension), chimique (cholestérol) et toxique (nicotine).
D'autres facteurs de risques bien définis sont b tabagisme, b diabète, l'abool et
l'embonpoint Depuis quelques années, certains chercheurs pensent que C. pneumonîae
pourrait s'allia à ces différents facteurs pour causer des lésions au niveau des artères.
Ebs évidences sérologiques indiquabnt une association entre les maladies coronariennes
et la présence d'anticorps ou des complexes immuns spécifiques à C. pneumoniae
(Saikku et coll; 1988; 1992 ; Thom et coll 1991; 1992). Plus récemment, l'évidence
morphologique microbiologique de la présence de C. pneumoniae dans bs plaques
d'arthéromes a été obtenue par la microscopb électronique, par immunocytochimie
(ICC) et par PCR (Kuo et coll., 1993; Muhlstein et coll., 1996; Blasi et colL, 1996). Ces
observations ne confirment pas b rôle étiologique que pourrait jouer C. pneumoniae
dans l'athérosclérose. S'il ne s'agit pas d'une simple infection opportuniste, b rôle b
plus important qu'on propose à C. pneumoniae lui donne une responsabilité dans
l'induction des lésions initiales au niveau des artères ou d'une réaction inflammatoire qui
Ventraînerait l'épaississement de la paroi artérielle. Ce rôle sera confirmé à la suite de
plusieurs recherches qui nécessitent préalablement une méthode de détection efficace de
cette bactérie. Or présentement, les méthodes disponibles sont encore limitées. La
culture cellulaire est la méthode de détection de référence, mais, elle exige des
organismes viables. Elle n'est pas appropriée pour le sang. On estime seulement que la
culture de C. pneumoniae a une sensibilité de 50 à 80 % pour la pneumonie et une
spécificité de 100%. La détection d'antigènes à l'aide d'anticorps monoclonaux
conjugués à la fluoresceine est la méthode qui a été la plus utilisée dans les biopsies
d'athéromes. La méthode EIA existe également mais elle est surtout utilisée pour C.
trachomatis et exige un nombre important de bactéries. Les méthodes de détection
d'anticorps sont limitées, car elles ne permettent pas de distinguer les espèces de
Chlamydiae, ni différencier une infection actuelle d'une ancienne infection. E)e plus, la
méthode choisie devra être capable de détecter un petit nombre de bactéries dans des
spécimen difficiles à extraire comme le sang, de par leur teneur protéique élevée, ou,
comme les sécrétions respiratoires, par la multitude de micro-organismes présents dans
les sécrétions respiratoires. La méthode la plus sensible actuellement est l'anplification
d'une séquence spécifique d'ADN à l'aide de la méthode de la PCR.
On s'appuiera sur deux approches: le développement de deux PCRs, chacun servant de
contrôle à l'autre pour écarter la possibilité des faux positifs et la production par clonage
des cibles moléculaires modifiées qui seront employées comme témoins positifs afin
d'identifier les spécimen avec inhibiteurs de PCR qui pourront donner naissance à des fiiux
négatifs. Les différentes paires d'amorces seront testées afin de choisir les plus sensibles
et spécifiques poiu* cette espèce. Les marqueurs utilisés sont: le gène ribosomal 16S,
spécifique et caractéristique à C. pneumoniae, versus le petit gène inconnu décrit par
Campbell (1992) qui a beaucoup été utilisé par plusieurs chercheurs. Le gène ppme^ de C.
VI
pneumoniae sera également utilisé pour différencier C. pneumoniae de C. trachomatis, C.
psittaci et C. pecorum.
1. HISTORIQUE ET CARACTÉRISATION
Les chlamydiae sont des micro-organismes qui, récemment, ont été classés parmi les
bactéries. Elles ont été désignées tour à tour sous les noms de Bedsonia, Myagawanella,
Neorickettsies. Les chlamydiaes sont des bactéries gram(-), parasites intracellulaires
obligatoires des cellules eucaryotes. Elles sont considérées comme des bactéries à cause de la
composition de leur membrane cellulaire similaire à celle des bactéries gram(-) et leur cycle
de croissance en division par fission binaire et leur cycle de vie biphasique. Le rôle pathogène
de ces bactéries est depuis longtemps reconnu dans le trachome. En 1906 Halberstaedter et
von Prowazek découvrent des inclusions dans les frottis conjonctivaux de trachomateux. En
1907 ils décrivent l'agent du trachome comme étant un parasite qui forme des inclusions
cytoplasmiques ceci chez des orangs-outans infectés expérimentalement Quelques années
plus tard, Staargardt et Undner trouvent des inclusions similaires dans des cellules
conjonctivales des bébés atteints d'ophtalmie non gonococcique et dans des sécrétions
urétrales d'hommes avec urétrite non gonococcique. Fritsch et collaborateurs, en 1910 ont pu
constater la relation existant entre les infections génitales et oculaires. Récemment des
placentites chez des humains ont été attribuées à des infections avec la souche ovine de
C.psittaci (Wong et colL, 1985). Pendant les années trente et quarante, Thygeson et Stone
(1942) ont fait d'autres observations sur la pathologie et la transmission des infections
génitales des Chlamydiae, mais ce n'est qu'en 1957 que Tang et ses collaborateurs ont réussi
à isoler C. trachomatis dans un sac embryonnaire de l'oeuf. Deux années plus tard, Jones et
ses collaborateurs (1959) ont été les premiers à isoler C. trachomatis du cervix d'une mère et
des yeux de son enfant qui avait des signes de conjonctivite.
Les observations faites au début du siècle peuvent être confîrmées actuellement par de
nombreuses études telles que celles réalisées par Jones en 1964; Dunlop et collaborateurs en
1964 ; Holt et collaborateurs en 1967 qui ont pu isoler C. trachomatis dans les yeux d'un
nouveau né, des adultes atteints de conjonctivite et des femmes ayant des infections
génitales non gonococciques. La transmission des infections entre partenaires sexuels, de la
mère à son enfant et des tractus génitaux aux yeux des adultes a aussi été démontrée.
Cependant il aura fallu attendre les années 70 pour que le rôle important de C trachomatis
dans l'étiolôgie des urétrites non gonococciques (NGU) chez les hommes (Holmes et coll.,
1975) et des cervites chez les femmes (Hilton et coll., 1974 ; Qriel et coU ., 1978.) soit
solidement établi et accepté comme une réalité clinique. Au début de l'histoire de la
chlamydologie, il a été démontré que le lymphogranulome vénérien (LGV) est une infection
causée par C trachomatis. Dans les années soixante-dix, il a été établi que plusieurs
complications des infections génitales telles que les salpingites (Mardh et coll., 1977) et
épidydimites (Hamisch et coll., 1977) sont causées par C. trachomatis. Aujourd'hui C.
trachomatis est reconnu comme étant le plus important agent des maladies transmises
sexuellement Dans la plupart des pays industrialisés, C. trachomatis est devenue la
première cause d'infertilité et de grossesse ectopique (Bowie et Jones, 1981; Papemy et
colL, 1981 ; Paavonen et al., 1982; I^tensen et colL, 1985; Mardh, 1986; Person ,1986);
ceci a été aussi établi dans les pays en voie de développement, eg. en AMque centrale
(Frost et coll., 1987).
L'espèce C. pneumoniae a été récemment reconnue comme une troisième espèce du geme
Chlamydiae. Elle est associée à des maladies respiratoires incluant la pneumonie, la sinusite
et la pharyngite (Grayston et coll., 1992). Ce groupe d'organismes était connu depuis
plusieurs ann&s sous l'appellation de souche TWAR mais est présentement désigné C
pneumoniae (Grayston et coU., 1989). {La désignation TWAR provient des deux premiers
isolats TW-183 de Taiwan et d'un autre désigné "AR-39"(acute respiratory isolate 39)}. Le
premier isolât TW-183 fut réalisé en 1965 (Kuo et coll., 1986) à Taiwan, de l'oeil d'une
patiente atteinte du trachome et des enfants souffrant de la conjonctivite. En 1968 un isolât
similaire, appelé lOL 207, a été obtenu d'ime patiente iranienne atteinte du trachome. Ces
deux isolats diffèrent de C. trachomatis et ressemblent à C. psittaci du fait que les
inclusions ne se colorent pas à l'iode. En 1971, avec l'arrivée des méthodes de culture de
tissus, on a pu constater que la morphologie ronde et dense des inclusions de ces
organismes ressemble à celle de Chlamydia psittaci, mais du point de vue sérologique, la
souche TWAR est différente de C psittaci. Les études sérologiques suggéraient que
l'organisme C.pneumoniae n'était pas relié aux maladies des yeux. Donc, malgré leur origine
oculaire humaine, ces deux souches étaient associées à C psittaci. La pathogénicité de ces
organismes chez les humains n'était pas encore définie quand, en 1983, les premiers isolats
respiratoires, dont AR-39 furent obtenus à Seattle. Cet isolement était accompagné par les
évidences sérologiques, suggérant que TW-183 était associée à la pneumonie (Saikku et
colL, 1985).
1.1 lA TAXONOMIE DES CHIAMYDIAE
1.1.1 CLASSinCATlON, HABITAT ET TRANSMISSION
Le genre Chiamydiae dans Tordre des Chiamydiales, au sein de la famille des Chlamydiaceae,
regroupe 4 espèces dont 2 précédemment décrites: C. trachomatis qui possède deux
variantes biologiques: la première responsable du lymphogranulome (LGV), et la deuxième,
responsable du trachome et des infections génitales (TRIC: Trachoma inclusion
Conjonctivitis). La deuxième espèce C. psittaci vient d'être divisée en deux, C. pécorum qui
regroupe les souches animales et C. psittaci, les souches aviaires. La quatrième espèce fut
reconnue, récemment comme pouvant être associée aux maladies respiratoires, autrefois était
appelée souche TWAR, est présentement désignée C. Pneumoniae.
L'immunotypage ou le sérotypage de C. trachomatis par micro-immunofluorescence avec des
anticorps monoclonaux, a permis à l'origine de définir 15 sérotypes ou immunotypes, parmi
les souches humaines (Wang et Grayston., 1970) auquel il faut ajouter le biovar "pneumonie
de souris". À ce joiu:, 18 sérotypes diSërents ont été décrits: A, B, Ba, C, D, Da, E, F, G, H,
L la, J, K, Ll, L2, L2a, et L3 (Wang et Grayston., 1970):
- les immunotypes A, B, Ba et C sont des agents du trachome et sont à l'origine de
nombreuses cécités;
- les immunotypes D, Da E, F, G, H, I, la J, et K sont responsables d'infections génito-
urinaires, chez les adultes ainsi que les infections respiratoires et oculaires chez le nouveau-
né, elles peuvent aussi provoquer occasionnellement la pneumonie et la conjonctivite chez les
adultes;
- les immunotypes Ll, L2, L2a, L3 sont des agents de la lynq)hogianulomatose vénérienne,
maladie de Nicolas Favie: maladie ganglionnaire et systémique de plus en plus rare.
L'espèce C. psittaci a été récemment divisée en C. psittaci et C. peconm pour distinguer des
agents qui infectent les oiseaux (C. psittaci ) ou les mammifères (C. peconm ). Les résultats
du sérotypage ne sont encore que partiels pour ces deux espèces, du fait de la virulence de
certaines souches et de leur vaste distribution chez de nombreuses espèces d'oiseaux et de
mammifères. Selon l'hôte d'origine et les manifestations pathologiques, il existe au moins 7
sérovars.
&ifîn pour C. pneumoniae^ Grayston et ses collaborateurs (1989) ont montré que tous les
isolats de C. pnewnoniae qu'ils avaient dans leur collection apparaissaient comme des
membres d'une seule espèce. L'évidence de l'existence d'un seul sérotype de C. pneumoniae
est basée largement sur la similarité chez les isolats des profils de protéines, du profil de
l'ADN génomique digéré par les razymes de restriction et de la réactivité des seras de
patients dans le test de micro-immunofluorescence avec les antigènes de la souche TW-183 et
de séquences identiques d'une portion du génome (voir plus bas). Par contre, Black et ses
collaborateurs (1991) ont montré l'existence de variations antigéniques chez les isolats de C.
pneumoniae, leurs travaux sont basés sur l'analyse par immunoblot de la réponse sérologique
dans une infection à C. pneumoniae chez différents patients, en utilisant différents isolats de
C. pneumoniae.
L1.2 AGENT ÉTIOLOGIQUE ET CYCLE DE CROISSANCE
1.1^.1 Agent étiologique
Les chlamydiae sont des parasites intracellulaires obligatoires. Elles se multiplient uniquement
à l'intérieur du cytoplasme de la cellule hôte, formant des inclusions intracellulaires
caractéristiques. Elles se distinguent des virus par leur contenu en ADN et en ARN, par les
stmctures des parois cellulaires semblables à celles des autres bactéries gram négatifs mais
sans peptidoglycans et à leurs sensibilités à une variété d'antibiotiques.
Le cycle de reproduction
Après s'être liés aux récepteurs spécifiques à la surface des cellules hôtes, les corps
élémentaires (CEs), pénètrent dans la cellule hôte par un mécanisme similaire à l'endocytose
médiée par des récepteurs pom se retrouver dans une vacuole. Dès que le corps élémentaire
pénètre dans la cellule, il se réorganise en une particule réticulée (CRs), qui est plus grosse
(0.5 à 1.0 pm ), moins dense et plus riche en ARN. Cette forme métaboliquement active, se
divise par fission binaire comme les bactéries. Environ 18 à 24 heures après l'infection, les
CRs redeviennent CEs par un processus de réorganisation et de condensation encore mal
compris. Les CEs sont alors relargués suite à la lyse cellulaire pour initier un autre cycle
d'infection. Les CEs sont spécialement adaptés poiu* la survie extracellulaire.
2. LA STRUCTURE ANTIGÉNIQUE DE LA MEMBRANE EXTERNE
Les antigènes les mieux connus des Chlamydiae sont ceux de la membrane externe. Ils sont
les cibles de méthodes de détections antigéniques et sérologiques ainsi que des méthodes
moléculaires. Ces gènes qui codent pour les protéines de membrane servent également de
cibles pour la PCR. Leur rôle dans la pathogénicité est souvent évoquée.
La structure antigénique des chlamydiae est complexe, avec des spécificités de genre,
d'espèces, de sous-espèces et de type. On dénombre au moins 3 antigènes de genre, 2
d'espèce, au moins 2 de sous espèce et 16 de type pour C. trachomatis, au minimum, 6 de
type pour C. psittaci.
Un antigène spécifique du genre est présent chez les quatre espèces de Chlamydiae. H s'agit
d'un lipopolysaccharîde (LPS) qui a été localisé essentiellement au niveau du feuillet interne
de la membrane externe des CEs et des CRs. Les antigènes spécifiques d'espèces qui
différencient C. trachomatis, de C. psittaci, de C. pecorum, et de C. pneumoniae sont des
protéines thermosensibles. Caldwell et collaborateurs (1975) ont identifié au moins 18
déterminants antigéniques spécifiques d'espèces situés sur des protéines qui sont
généralement associées avec la membrane externe des Chlamydiae. La présence des antigènes
spécifiques de l'espèce C. pneumoniae a été récemment démontrée soit avec des anticorps
monoclonaux (MABS), soit par le test de la micro-immunofluorescraice (MIF) (Kuo et coll.,
1988).
2.1 PROTÉINE MAJEURE DE LA MEMBRANE EXTERNE (PPME): STRUCTURE
ET SÉQUENCE
La PPME est un antigène d'espèce qui permet de différencier les quatre espèces de
cWamydiae. Elle constitue plus de 60% la membrane externe de tout les chlamydiae. Elle est
présente pendant tout le cycle de développement et retrouvée à la fois sur les CEs et les CRs.
Son poids moléculaire varie de 38 à 45 kDa. C'est une protéine qui aurait une fonction
structurale quand le chlamydia est intracellulaire (BavoU et coll., 1984) et une antigénicité
spécifique d'espèce ou de sous-espèce:
- 39.5 kDa pour les sérovars A, B, G, (souches du trachome, régions endémiques );
- 38 kDa pour les sérovars D, E, F, G et 1;
- 40 IdDa pour les sérovars H, J, et K, moins communs;
- 42 kDa pour les sérovars L1 et L3 de la LGV;
- 38 kDa pour 12 qui pourrait être intermédiaire entre les agents TRIC et LGV (Salari et
colL, 1981; Kaltenboeck et coll., 1992).
La PPME est un antigène qui comporte des épitopes de spécificité diverses, ce qui a permis,
avec la MIF, de séparer en trois sous groupes distincts, les sérovars de C. trachomatis,
(Wang et colL, 1985). Le premier sérogroupe nommé sérogroupe B comprend les sérovars
B, Ba, D, Da, E, Ll, et I^a, le deuxième sérogroupe nommé sérogroupe C comprend les
sérovars A, C, H, L la, et J, et enfin le troisième sérogroupe nommé sérogroupe intermédiaire
conçrend les sérovars F, G, K, et L3. Récemment les travaux de Pool et Lamont (1992) ont
permit, grâce au séquençage du domaine variable 4 du gène de la ppme^ de plusieurs isolats,
d'identifier 3 nouveaux variants de C trachomatis nommés D+, G- et T.
Frost et coUaborateurs (1995) ont été distingués par digestion de pproe"", avec des enzymes
de restrictions, les isolats urogénitaux (qu'ils appellent Bb et Ca ) des isolats trachomateux de
sérovars Ba et C.
2. 2. GÉNÉTIQUE DU GENE ppme* (protéine majeure de la membrane externe)
Les études moléculaires sur les antigènes reconnus au cours de l'infection à Oïlamydiae ont
permis l'isolement et la caractérisation des gènes codants pour la protéine principale de la
membrane externe (PPME ou MOMP) de la plupart des sérovars de C. trachomatis
(Stephens et coll., 1986; Stephens et coU., 1987; Pickett et coU., 1988), de quatre souches de
Cpsittaci (Zhang et coll., 1989; Herring et coll., 1989) et en 1991 celui de C. pneumoniae
(Carter et, 1990; Melgoza et coU., 1991.
La comparaison des fragments d'ADN générés par les enzymes de restriction sur le gène
ppme^ de plusieurs isolats de C. pneumoniae, de C. psittaci et de C. trachomatis montre que
les isolats de C. pneumoniae sont les mêmes alors qu'elles diffèrent de ceux de C. psittaci et
C. trachomatis. Les isolats de C. pneumoniae ont tous 94% à 100% d'ADN du gène ppme
homologue entre eux, mais moins de 5% d'ADN homologue avec les isolats de C.
trachomatis et 10% avec C. psittaci (Cox et coU., 1988 ). Le gène ompA encodant la PPME
présente à peu près 70% d'identité entre C. psittaci, C. trachomatis et C. pneumoniae. Les
études réalisées (Kaltenboeck et coll., 1993) sur la structure et la diversité allélique du gène
ompA des quatre espèces de Qilamydiae démontrent l'existence de deux grands groupes
antigéniques presque homogènes:
10
- le groupe de Trachome qui regroupe tous les C. Trachomatis; et,
- le second groupe composé de trois sous-groupes majeurs: a) le sous groupe de C. psittaci
avec les allèles MN. 6BC. A22/M. B577. LW508. FEPN. et GPIC: b) le sous groupe de la
pneumonie avec C.pneumoniae souche AR388 avec l'allèle KOALA: c) et le sous groupe de
C. pecorum (avec les chlamydiae des ruminants et porcines): allèles LW613. 66pl30. L71 et
1710s. L'analyse du gène ompA révèle la présence de quatre domaines variables entourés de
régions conservées. Pour C. trachomatis et C. psittaci, la diversité antigénique du gène
momp"^ se situe dans ces domaines. La séquence d'acides aminés de la région VDIV de C.
pnewnoniae montre seulement 13,3 à 30% d'homologie avec la séquence de la région VDIV
des sérovars de C. trachomatis, et 45,7 à 60% avec les souches de C. psittaci mais très peu
de variation entre les différents isolats de C. pnewnoniae ( Gaydos et coll., 1992).
Des analyses comparatives des acides aminés déduits de la séquence du gène codant pour la
PPME de quatre espèces de chlamydiae montrent également que la protéine possède quatre
domaines variables qui sont espacés de cinq régions hautement conservées. Le gène ppme^
chez les quatre espèces de chlamydiae possède une séquence signal très conservée et un site
de coupure classique des protéases Leu.Gln.Ala.
3. ÉPIDÉMIOLOGIE
Plus de 600 millions d'hommes, de femmes et d'^ifants sont touchés dans le monde par des
infections causées par les chlamydiae. C. trachomatis cause les plus fréquentes MTS
(maladies transmissibles sexuellement) dans le monde.
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Au Canada, en 1989, on estimait la fiéquence annuelle à 100,000 cas: hommes, femmes et
enfants sont atteints. Beaucoup d'informations sur l'épidémiologie de l'infection à C.
pneumonîae dérivent des études sérologiques avec des tests spécifiques de la MIF de C.
pnewnoniae. Ces études montrent que C. pnewnoniae cause beaucoup d'infections dans le
monde avec une séroprévalence supérieure à 50% chez les adultes (Wang et coll., 1990). C.
pneumoniae fut recoimue pour la première fois en 1983, comme pouvant être associée aux
maladies respiratoires. Certains auteurs aujourd'hui, soupçonnent que cette bactérie peut
jouer un rôle dans la genèse des maladies cardio-vasculaires. Aussi Chez les animaux C.
psîttaci et C. pecorum sont capables de provoquer plusieurs infections comme la pneumonie,
les entérites, les avortements, les infections urogénitales, la conjonctivite, les encéphalites et
les polyarthrites.
4. MANIFESTATIONS CLINIQUES
Les chlamydioses humains sont des infections très fréquentes, longtemps mécoimues. Elles
sont dues à C. trachomatis. Chez la femme, on rencontre la cervicite purulente qui est le
point de départ fréquent des salpingites, l'urétrite et le syndrome urétral, certaines formes de
pyélonéphrites, rectites, lésions génitales, et périhépatite sont rares. Chez le nouveau né, la
conjonctivite et la pneumonie sont les principales manifestations de C. trachomatis.
Certaines souches particulières sont à l'origine de la lynçhogranulomatose vénérienne ou
maladie de Nicolas Favre. L'augmentation de la concentration des anticorps sériques anti-
chlamydiae est souvent observée chez les patients ayant des infections du tractus génital, telle
qu'une maladie inflammatoire pelvieime.
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Par contre lorsque l'infection se développe à la superficie des muqueuses, comme par
exwnple dans le cas d'une urétrite à Chlamydiae qui n'induit généralement pas une réponse
humorale anti-Chlamydiae. Des résultats récents ont montré que des patients ayant des
maladies inflammatoires pelviennes chez lesquels on a isolé C. trachomatis et ceux chez
lesquels on n'a pas pu isoler C. trachomatis du tractus génital supérieur pouvaient être
distingués par la présence ou l'absence d'une réponse IgA sérique spécifique à C. trachomatis
(Miettinen, 1990). Le risque d'infertilité chez la f«nme après une salpingite à Chlamydiae est
mal compris. Cependant il y a une très bonne corrélation entre l'infertilité tabulaire et la
présence des anticorps contre C. trachomatis. Soixante quatre à quatre vingt pour cent des
femmes infertiles, avec une occlusion tubulaire, ont des anticorps contre C. trachomatis, avec
une prévalence de 2 à 8 fois supérieure à celle retrouvée chez des femmes avec d'autres
causes d'infertilité (Brunham et coll., 1985).
C. pnewnoniae possède plusieurs caractéristiques épidémiologiques et microbiologiques qui
suggèrent qu'elle peut jouer un rôle dans la genèse de plusieurs maladies cardio-vasculaires
suite à l'association observée par plusieurs auteurs entre des titres très élevés d'anticorps anti-
C. pneumoniae et des maladies coronariennes chroniques, et à des cas d'infarctus aiguë du
myocarde (Saikku et coll., 1988; Saikku et colL, 1992; Koskenvuo et colL, 1989; Thom et
colL, 1991). La pneumonie et la bronchite sont les maladies les plus fiéquemment associées à
C. pneumoniae: 10% des cas de pneumonie et approximativement 5% des cas de bronchites
et sinusites chez les adultes sont attribués à cet organisme. Les persoimes souffrantes des
maladies respiratoires associées à C. pneumoniae sont plus susceptibles de développer
l'asthme bronchique, suggérant que TWAR peut être un facteur dans le développement de
l'asthme (Hahn et coll., 1991).
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C. pneumoniae est impliquée dans le syndrome de Reiter. D'autres études réalisées en
Finlande indiquent un risque relatif plus élevé de crises cardiaques chez les sujets atteints des
maladies cardiaques chroniques et chez lesquels on note la présence des complexes immuns et
des anticorps contre C. pneumoniae. L'évidence morphologique et microbiologique de la
présence de C. pneumoniae dans les plaques d'arthéromes a été obtenue par la microscopie
électronique (Kuo et coll., 1993), par immunocytochimie et par un test à la PCR, dans les
arthéromes coronaires, carotides et aortiques. Les travaux de Saikku et ses collaborateurs ont
démontré la présence des complexes immuns associés aux Upopolysacchaiides de C.
pneumoniae chez 57% des patients ayant im infarctus aiguë du myocarde et chez 50% des
patients ayant des maladies coronariennes chroniques. Toutes ces études suggèrent que C.
pneumoniae peut être un facteur dans l'arthérosclérose. Le groupe de Muhlestein et
collaborateurs en 1996 a essayé d'étudier et comprendre l'association entre C. pneumoniae et
l'athérosclérose en comparant l'incidence de la présence de ce pathogène dans les plaques
athérosclérotiques des patients qui ont subi l'athérectomie coronarienne avec une variété de
patients souf&ant d'autres maladies cardiaques et des personnes non malades. Ils ont
remarqué une association entre l'athérosclérose coronarienne et la présence de C.
pneumoniae', association démontrée par les forts titres sérologiques et la détection de cette
bactérie dans les tissus athérosclérotiques. Dans 21 % des cas, il n'y avait pas de C.
pneumoniae dans les artères coronariennes, ceci suggère que la présence de C. pneumoniae
n'est pas essentiel et que d'autres facteurs peuvent jouer le même rôle dans l'athérosclérose.
L'absence de C. pneumoniae dans des tissus contrôles de Muhlestein (1996) (des biopsies de
tissus cardiaques subissant un rejet immunologique) augmente donc la probabilité que C.
pneumoniae joue im rôle actif dans la pathogénèse naturelle de l'athérosclérose. La forte
présence de C. pneumoniae seulement dans les artères coronaires athérosclérotiques des
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malades suggère également un rôle étiologique de C. pneumoniae dans le développement de
l'athérosclérose. Toutes ces observations ne confirment pas le rôle étiologique que pourrait
jouer cette bactérie dans la genèse de l'athérosclérose. S'il ne s'agit pas d'une sinçle
infection opportuniste, le rôle le plus important qu'on propose à C. pneumoniae lui donne
une responsabilité dans l'induction des lésions initiales au niveau des artères ou d'une
réaction inflammatoire qui entrahierait l'épaississement de la paroi artérielle. Ce rôle qui
pourra être confirmé à la suite de plusieurs recherches qui nécessitent la détection efficace de
cette bactérie. Or présentement les méthodes disponibles sont encore limitées.
5. MÉTHODES DE DÉTECTION
L'absence d'épreuves simples, peu coûteuses et fiables pour le diagnostic des infections à
chlamydiae a jusqu'à maintenant limité les efforts. Ceci est dû à la biologie de ces bactéries
qui les rend difficiles à mettre en évidence, car les chlamydiae sont des parasites obligatoires
intracellulaires. On peut classer les recherches basées sur teurs prélèvements et diagnostics
biologiques en quatre groupes:
1. la culture est la technique la plus sûre, mais très délicate à cause de la firagilité des
Chlamydiae;
2. la recherche directe des particules de chlamydiae dans les prélèvements par détection de
molécules d'ARN ribosomal ou à l'aide d'anticorps monoclonaux soit par
l'immunofluorescence, soit par la méthode ELISA. Lorsqu'il n'y a que quelque particules
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chlamydiennes dans un spécimen, l'examen microscopique est sujette à des erreurs
d'interprétations, tandis que l'ELIS A et la recherche d'ARNr sont peu sensibles;
3. la méthode de détection d'ADN par la PCR;
4. la sérologie par les anticorps de chlamydiae n'est utile que dans certains cas.
Comme méthode sérologique, quatre tests standardisés sont disponibles pour le diagnostic
des infections à chlamydiae: la fixation du complément (FC), la micro-immunofluorescrace
(MIF), la fluorescence des inclusions, et la méthode d'ELIS A. La sensibilité, la spécificité et
la valeur prédictive positive ou négative de toutes ses méthodes sont encore mal déterminées
et par conséquent limitées, pour distinguer une infection actuelle versus une ancienne
infection et pour différencier les quatres espèces de chlamydiae.
La méthode clairement reconnue comme étant la plus sensible pour C. trachomatis est
l'ançlification à l'aide la polymérase, soit la méthode appelée PCR ( Quinn, 1994). Cette
méthode permet d'amplifiar et d'obtenir plusieures copies d'une molécule choisie d'ADN,
c'est une méthode qui est également appropriée et utilisable pour le sang. Pour ces raisons, la
méthode de la PCR fournit un outil de choix pour étudier des séquences cibles à partir d'une
quantité minime d'ADN génomique. La PCR, dès son apparition en 1987, a été considérée
comme un outil diagnostique prometteur à cause de sa sensibilité élevée et de sa spécificité.
C. trachomatis était d'abord un modèle privilégié pour valider la PCR en tant qu'un test
clinique pouvant rençlacer la culture et l'ELISA. Deux cibles étaient préférentiellement
étudiées avec différentes paires d'amorces: le gène ppme^ est un plasmide présent à plusieurs
copies dans la bactérie. Présentement, une trousse utilisée en laboratoire cliitique pour
détecter C. trachomatis est commercialisée par la compagnie «Roche Diagnostic Systems.»,
n a été plus facile à développer un test dans le cas de C. trachomatis car elle possède en plus
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de son ADN chromosomique, un plasmide cryptique d'une taille d'environ 7500 paires de
bases qui est commun à tous les sérotypes du C. trachomatis alors que C. pneumoniae ne
possède pas de plasmide. D'autre cibles ont été explorées pour C. pneumoniae. Pour le gène
ppme^, il est nécessaire d'utiliser une PCR nichée pour augmenter la sensibilité du test Le
gène de Campbell, dont le rôle est inconnu, mais qui est présent dans tout les isolats de C.
pneumoniae a été utilisé également en PCR nichée pour augmenter la sensibilité (Campbell et
colL, 1992). Le gène d'ADNr spécifique à C. pneumoniae peut, par contre, être détecté
même avec ime seule PCR (Gaydos et coll 1992).
6. PROJET
Notre objectif est de développer im test diagnostic pour C. pneumoniae. La méthode choisie
devra être capable de détecter un petit nombre de bactéries dans les spécimens difficiles à
extraire à cause d'une teneur protéique élevée (le sang) ou la multitude de micro-orgaitismes
présents dans les sécrétions respiratoires. L'absence d'un étalon de quantification, de
sensibilité ou un contrôle positif utilisé pour identifier les spécimen avec inhibiteurs à PCR,
conçlique également le processus. Les limites de ces méthodes de détections nous obligent à
mettre au point des réactifs de diagnostics précis basés sur l'amplification d'une séquence
spécifique d'ADN par la PCR.
On s'est appuyé sur deux approches pour atteindre une sensibilité optimale et une spécificité
maximale de la méthode PCR: 1) le développement de deux PCRs. 2) la production par
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clonage de deux contrôles positifs qui nous serviront d'étalon de quantification et de
sensibilité. Les marqueurs utilisés ont été choisis en fonction de nos difiërentes cibles: le gène
ribosomal 16S de C. pneumoniae qui est un gène bien caractérisé, versus le petit gène
inconnu décrit par Campbell qui a été utilisé par plusieurs chercheurs. Le gène ppme^ de C.
pneumoniae servira à déterminer ou à identifier l'organisme détecté. On choisira parmi trois
méthodes d'extraction (NaOH 80®C, NaOH 95°C et la Protéinase-K- lysis) celle qui nous
permettra d'extraire de façon optimale l'ADN des échantillons bactériens. Les différentes
conditions de PCR (la concentration des dNTPs et de MgCl2 dans la réaction) seront testées
pour une amplification optimale, ainsi que les différentes paires d'amorces, afin de choisir les
plus sensibles et spécifiques à. C. pneumoniae.
7. MATÉRIELS ET MÉTHODES
7.1 AMPUFICATION DE L'ADN PAR LA MÉTHODE DE LA "PCR " (Réaction de la
Polymérisation en Chaîne)
7.L1 GÉNÉRALITÉS
La PCR ou réaction de la polymérisation en chaîne, est une technique d'ançlification qui
nécessite le choix de deux (2) oligonucléotides ou amorces de part et d'autres de la région à
an:q)lifier. C'est une méthode qui se fait en trois étapes:
- La première étape est la dénaturation de l'ADN avec la chaleur (94°C );
- Ensuite, l'hybridation des deux amorces sur l'ADN cible;
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- La troisième étape est l'extension des deux amorces par l'ADN polymérase qui vont
s'allonger dans le sens 5'—>3', en utilisant les désoxynucléotides triphosphates (dNTP) en
excès dans le mélange réactionnel, créant ainsi une séquence complémentaire d'ADN.
Ces étapes vont doubler la quantité d'ADN présent à la fin du cycle précédent Puisque
l'ançlification est exponentielle il en résulte une réplication préférentielle de l'ADN situé
entre les deux sites d'amorçages, jusqu'à ce qu'il constitue, après 30 à 40 cycles,
pratiquement 100% de la masse de l'ADN.
Pour réaliser ce projet, deux programmes ont été employés principalement pour
l'amplification. Le premier comporte 41 cycles (programme 40.1.1.2) dont les premiers 40
cycles comprennent une dénaturation d'une minute a 94°C, une minute à 55°C pour
l'hybridation des 2 amorces sur l'ADN et deux minutes à 72°C pour l'élongation.
Le dernier cycle comprend une élongation à 72°C de 8 minutes pour bien finaliser la
polymérisation, le programme prend fin à 4°C. Le deuxième programme utilisé comporte
moins de cycles et se nomme 30.1.1.2. n se déroule exactement comme le premier, mais avec
31 cycles au lieu de 41.
L'extrait d'ADN sera dilué et utilisé dans la réaction de la PCR dans un volume final de 50pl
contenant le tampon "hot tub" ou tampon tub chaud (10 mM de tris HCl PH8, 50mM de
KCl, 2.5mM ou 1.5mM de MgQ2 et 0,001% (PAO de gélatine), 200pM de chaque
nucléotide, une unité de la Taq polymérase (Perkin-Elmer Cetus, Newark, CT) et une paire
des amorces citée au paragraphe 7.1.3, a une concentration finale de IpM.
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1X0. MÉTHODES D'EXTRACnONS D'ADN
7.1.2.1 Méthodes NAOH80°C et 95°C
Le spécimen (50pl) est mélangé avec 50pl de NaOH 2mM et est centrifugé pendant 5
minutes. Le culot est resuspendu dans lOpl du NaOH ImM. Le spécimen est chauffé à 80°C
pour la méthode NaOH 80°, ou 95 °C pour la méthode NaOH 95°C, pendant 10 minutes et
ensuite refroidi dans la glace. Différentes dilutions sont faites pour l'amplification au PCR.
7.1.2.2 Méthode LYSE -PROTÉINASE -K
Le spécimen (lOpl) est mélangé avec lOpl du tampon de lyse, après une centrifugation à
13000 rpm pendant cinq minutes, le culot est resuspendu dans un mélange contenant 5pl de
tampon, 0,5pl de PK (protéinase IQ 1 mg /ml, 0,5pl de Tween 20 (5%), 0,5pl de NP40
(5%), pour un total de 6,5pL Lorsque le culot parait visuellement contenir plus de 10^
cellules, 25 pl du mélange sont utilisés pom* le resuspendre. L'extrait est chauffé 1 heure à
56°C et ensuite 10 minutes à 95°C. Le spécimen est clarifié en centrifugeant cinq minutes à
13000 rpm le surnageant et conservé dans la glace
7.L3 LES AMORCES
Les amorces utilisées ont été synthétisées dans le laboratoire du Docteur Bourgaux selon la
méthode de Shulholf et coll (1987). Les séquences des amorces utilisées sont données ci-
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dessous. Les amorces ont été choisies en fonction de nos différentes cibles: le gène de la
PPME (CTll., CT12., CTSB., CT3B et CT8B) de C. pnewnoniae (Melgosa et coll., 1991)
de C. trachomatis (Stephens et coll ., 1986), le petit gène inconnu décrit par Campbell
(Campbell et colL, 1992) (CpHRLl., CpHLRl et CpHMl), et le gène de l'ARN ribosomal
16S de C. pneumoniae.(Ga.ydos et colL, 1992) (CpnA., CpnB et CT1151R).
- cri 1 GCATTTA(C/T)GTGAGC(A/T)GCTCT. "20 mère".
-CT12 GGAGATCCTTGCGATCCITG. "20 mère".
-CrSB AGCmTCTAGAnTAAACTTG. "20 mère".
-CTSB GGGAACCCnCTGA(A/T)CCAAG. "20mère".
-CT8B GAACrGACCA(G/T)(A/r)TACGTGAG. "20 mère".
-CpHRLl GTTGTTCATGAAGGCCTACT. "20mère".
-CpHLRl TGCATAACCTACGGTGTGTT. "20mère".
-CpHMl GTGTCATTCGCCAAGGTTAA. "20 mère".
-CpnA TGACAACTGTAGAAATACAGC. "21 mère".
-CpnB CGCCTCTCCCTATAAAT. "18mère".
-CT1151R GATACGTGAGC(A/T)GCTCTCrC. "20 mère".
7.2 DIGESTION ET ÉLECTROPHORÈSE D'ADN
L'électrophorèse sur gel d'agarose, sur gel de polyacrylamide (SDS) et gel de séquençage
sont des façons qui permettent de vérifia: l'identité d'un gène ançlifié par PCR, de confirmer
l'identité d'un clone après une digestion enzymatique. Le séquençage fourni souvent une
preuve supplémentaire irréfutable.
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7.2.1 DIGESTION D'ADN AUX ENZYMES DE RESTRICTION
Dans notre projet les enzymes utilisés fonctionnaient soit à 60°C ou le plus souvent à 37°C
pendant une à deux heures, le traitement se fait dans un volume de 10^ contenant l^il de
tampon lOx (New England Biolab., Pharmacia., Boerhinger), 0.1|Xl de BSA 0.5mg/ml (pour
certains enzymes), l|xl de la RNAse, 6.S11I d'eau et l|xl d'ADN en provenance de la FOR ou
extrait de plasmide bactérien.
7.2.2 ÉLECTROPHORÈSESURGELD'AGAROSE
Les fragments d'ADN sont séparés par électrophorése sur gel d'agarose 1% ou 2% (selon la
taille du fragnKut à visualiser), dans un tampon TAE concentré une fois (40 mM tris HCl,
5mM d'acide acétique, ImM EDTA ) à l'aide d'appareils verticaux (14 x 18 x 0.3 cm) ou
horizontaux (7.5 x 5 cm) dans des conditions variant de 5 volts par cm à 15 volts par cm.
Les gels sont colorés par immersion dans une solution de bromure d'éthidium (EtBr) à 2 p,
g/ml pendant environ 15 minutes. La visualisation et la photographie se font sous lumière
U.V(254nM).
7.2.3 ÉLECTROPHORÈSED'ADNSURGELACRYLAMIDE
Les petits fragments d'ADN (plus petit que 300 paires de bases) sont séparés sur des gels de
10 % ou 12 % polyacrylamide, d'épaisseur 1.5mM dans un tampon tris borate (Frost et colL,
1991). Le gel est fixé dans une solution de 10 % d'éthanol, 0.5 % d'acide acétique.
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La coloration à l'argent se fait pendant 2 heures dans une solution de nitrate d'argent 11 mM.
Enfin la réduction dans une solution contenant du NaOH 0.75 M, 0.1 M de formaldehyde,
0.0023 M de borohydiide de sodium jusqu'à l'apparition des bandes. La visualisation et la
prise de photos se font sous lumière blanche.
7J.A DIGESTION D'ADN À LA NUCLÉASE "MUNG BEAN"
La nucléase "Mung bean" (MBN) est vm enzyme utilisé pour âiminer les molécules d'ADN à
singles brins pour obtenir des bouts francs. Cette digestion se fait dans un volume final de 30
pi contenant l'ADN d'un plasmide, 3nl de tampon MBN lOx et l|xl de la MBN (New
England Biolab). L'incubation se fait pendant 30 minutes à 37°C. L'enzyme est inactivé par
extraction au phénolxhloroforme suivie par une précipitation de l'ADN à l'alcool (120|il) et
4|il de NaAc 3M. Après 30 minutes à -20°C on centrifuge pendant 15 minutes et le culot est
resuspendu dans du TE (lOmM Tris HCl pH 8.0, ImM EDTA )
7.3 PURIFICATION DE L'ADN
7.3.1 MÉTHODE "HIGH PURE PCR PRODUCT PURIFICATION"ou méthode de la
haute purification des produits de la PCR
Cette méthode qui nécessite plusieurs centrifugations, utilise une trousse commercialisée par
Boehringer Mannhein (Laval, Canada). Le principe de la méthode est basé sur la liaison des
acides nucléiques avec les fibres de verre ou de la silice en présence d'un sel chaotropique
concentré. La réaction de liaison détruit la structure organisée des molécules d'eau et leur
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interaction avec les acides nucléiques. À 500|il de tampon de liaison qui contient des
particules de silice, on ajoute lOO^il de l'échantillon de la PCR. Après une centrifiigation de
30 secondes qui sédimente les particules de silice avec l'ADN adsorbé, on lave en
centrifugeant avec 50p,l de tampon de lavage (20mM NaCl et 2mM de tris-HCl, pH 7.5, 25°
C) et on récupère l'ADN piuifié avec 50p,l à 100|xl de tampon d'élution (lOmM de tris-HQ et
lOOmM d'EDTA, pH 8.5,25 °C).
7.3.2 MÉTHODE "FREEZE AND SQUEEZE" ou méthode de la pression et de la
congélation
La méthode "ôeeze et squeeze" est tme méthode de préparation et de l'isolement de l'ADN à
partir d'un gel d'agarose. La tranche de gel qui correspond à la bande désirée est découpée
avec un scalpel sous la lumière UV (305 nM), puis introduit dans un volume égal (350fxl) de
1 mM EDTA et lOmM Tris à pH 8 (T.E). Le tube est mis au congélateur à -70°C, pendant
une heure, et décongelé afin de dénaturer la structure de l'agarose et laisser éluer l'ADN.
L'agarose et les contaminants sont éliminés par centrifugation après extraction avec un
volume égal de phénol. La précipitation à l'alcool des surnageants se fait après addition d'un
demi volume d'acétate d'ammonium 7.5 mM et 3 volumes d'éthanol en incubant une heure
dans la glace sèche. Après une centrifugation, suivie d'un rinçage à l'alcool on jette le
surnageant et on récupère l'ADN qui est resuspendu dans du T.E. (lOmM Tris HCl pH 8.0,
ImMEDTA)
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7.3.3 TECHNIQUE DE RECUPERATION DE L'ADN AVEC LA MEMBRANE DEAE
NA45
Dans cette technique on utilisera une électrophorèse horizontale pour pouvoir intercepter la
bande d'ADN désirée. Elle sera d'abord localisée par coloration au bromure d'éthidium, et un
petit morceau de membrane DEAE NA45 sera placé en avant de la bande. Une fois la
membrane placée, la migration par électrophorése est continuée jusqu'à ce que la totalité de
la bande d'ADN soit absorbée sur la membrane. On rince la membrane à l'aide du
tampon"nef' (50mM Tris HQ pH 8, 0.15M NaQ, lOmM EDTA pH 8) et la membrane est
immédiatement placée dans un tube à microfuge contenant d'une solution "nef très salée
(50mM Tris HQ pH 8, IM NaQ et lOmM EDTA pH 8), généralement 150 à 250 jil sont
utilisés à cet effet Le tube est incubé entre 55 et 68°C pendant 10 à 45 minutes, en agitant
occasionnellement afin de détacher l'ADN de la membrane. L'ADN élué est précipité à
l'alcool avec 2 volumes d'éthanol firoid, pendant 20 minutes, suivie d'une centrifugation pour
rincer le culot L'ADN est dissous dans du T.E.
7.4 CLONAGE DE L'ADN
Le clonage moléculaire se fait en deux étapes. Dans la première, une molécule d'ADN
recombinant est produite en excisant l'ADN de façon à obtenir l'insert d'ADN. Ce dernier est
joint ensuite à une molécule d'ADN appelée ADN vecteur. À la seconde étape, la molécule
d'ADN recombinant (insert plus vecteur ligaturés) est introduite dans une cellule hôte
compatible. À la fin, on sélectionne les cellules qui possèdent les molécules d'ADN
recombinant La sélection utilisée ici repose sur la résistance à un antibiotique.
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7.4.1 PLASMIDES OU VECTEURS DE CLONAGE
On se sert comme vecteurs de clonage de l'ADN plasmidique, des bactériophages ou des
virus eucaryotes. Dans notre projet, deux plasmides ont été utilisés principalement pour les
différents clonages: le pUC-FFME pneumoniae (produit par H. Cheriti, Labo Eric Frost,
Sherbrooke, Canada) et le vecteur pUC-FCR; tout deux étant des plasmides recombinants
issus de clonages antérieurs.
7.4.1.1 Flasmide pUC-FFME pneumoniae
Ce plasmide produit par H.Cheriti, (étudiant gradué diplômé du Dr E. Frost, résultats non
publiés) est un recombinant contenant le gène ppme"^ de C. pneumoniae obtenu par FCR avec
les amorces CT9 et CTIO ( tous deux ayant des sites Kpnl) et cloné dans le vectetu- pUC-19
au site KpnL Ce recombinant est traité par l'enzyme BamHI (enzyme qui a un site au milieu
du gène ppme^ et qui devra générer un site Mbol, enzyme que Ton utilisera pour la digestion
de l'ADN de l'insert), de manière partielle, et donne des bouts cohésifs. n est ensuite purifié
sur gel selon la méthode de la pression et de la congélation. La quantification de l'ADN
obtenu est suivie par une déphosphorylation avec la phophatase alcaline.
7.4.1.2 Flasmide pUC-AHD"2 adapteurs appelé VECTEUR pUC-FCR
Le vecteur pUC est le plasmide qui sera utilisé pour le clonage de tout les produits anplifiés
par FCR, un plasmide universel ayant deux sites Ahdl crées dans le site de clonage multiple.
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Les fiiagments porteurs de ces deux sites Ahdl ont été décrits de telle manière que ce soit b
nucléotide T qui soit la base non appariée en 3' laissée par la digestion par AhdL Les produits
issus d'une amplification par PC31 à l'aide de la Taq polymérase, possèdent souvent un
nucléotide A ajouté en 3' par la polymérase. Ainsi, il y aura appariement entre la base T en 3'
du plasmide et la base A en 3' de l'insert ou le produit de la PCR. La construction de ce
plasmide hybride issu d'un échange de fiagment entre le vecteur Pmal-p2 (New England
Biolabs, Mississauga, Ontario) ayant perdu le site Ahdl dans le gène de l'ampicilline mais qui
porte deux sites Ahdl créés dans son site de clonage multiple et le Pucl9 va se faire en
plusieurs étapes: 1) la modification du site Ahdl du gène de l'ançicilline, dans Pmal-p2 et
obtention de Pmal-p2-Ahd", 2) la création de deux sites Ahdl dans le site de clonage multipb
de Pnial-p2-Ahd' et obtention de Pmal-p2-Ahd'2 linkers et en 3) le transfert de ces
modifications de Pmal-p2 dans Puc-19 pour l'obtention du plasmide universel de pUC-Ahd"2
adapteurs (voir chapitre 8-7)
7.4.2 UGATION
Les ADNs de l'insert et du plasmide linéarisé sont liés ensemble afin de former une molécule
circulaire. Lorsque les deux ADN ont des bouts complémentaires, ils sont mélangés avec un
excès de trois à dix fois de l'insert dans généralement 20pl de tampon ligase (Amersham,
Oakville, Ontario) et généralement 0.5 à 5 unité de T4 DNA ligase, l'incubation est faite à 16
°C pendant 16h. Lorsque les deux ADNs ont des bouts fiancs 10 à 15 unités d'en2yme sont
utilisés et la réaction dure 2 à 16h entre 2 à 16°C. En général le vecteur a été traité au
préalable avec la phophatase alcaline (Pharmacia, Montréal, Canada) selon les
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recommandations du fournisseur afin d'empêcher le vecteur de se recirculariser sur lui même
(Maniatis, 1982).
7.4.3 PREPARATION DES BACTERIES COMPETENTES
Les bactéries compétentes E.coli DH5°^ et E.coli TBI sont utilisées pour la transformation
du produit de ligation et sont préparées d'avance. Une colonie bactérieime repiquée est
ensemencée dans 5 ml de milieu Luria-Bertani et incubée avec agitation à 37°C jusqu'à une
densité optique (D.O) de 0.55 unités à 650 nm La culture est alors diluée 20 fois et incubée
de la même façon jusqu'à une D.O de 0.48unités. La suspension est centrifugée à 5000g
pendant 5 minutes, le culot est repris dans 40ml de tampon TFBl (acétate de potassium 30
mM, Rba2 lOOmM, MnQa 50mM, glycérol 15% v/v, pH 5.8), et gardé à 4° C pendant 5
minutes.
Après une autre centrifugation dans les même conditions, le culot est repris dans 4ml de
TFB2 (MOPS lOmM, CaCli 75mM, RbQz lOmM, glycérol 15% v/v pH 6.5). Cette
suspension est gardée sur la glace pendant 15 minutes, aliquotée et conservée à -70°C.
7.4.4 TRANSFORMATION BACTÉRIENNE ET IDENTMCATION DES PLASMIDES
RECOMBINANTS
Décrite en 1983 par Hanahan, la transformation bactérierme se fait de la manière suivante:
100 p^l de bactéries compétentes sont décongelées et gardées dans la glace pendant 10
minutes. Le produit de ligation à une concentration inférieure à 5ng/|xl est ajouté à la
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suspension bactérienne et gardé dans la glace pendant 30 minutes. Ces bactéries sont alors
soumises à un choc thermique à 42°C pendant 45 secondes puis remises sur la glace pendant
deux minutes. Une quantité de 0.9 ml du milieu Soc (2% bactotryptone, 0.5% d'extrait de
levure, 10 mM de NaQ, 2.5 mM de KCl, 20mM de MgCl2, 20mM de glucose) est ajoutée
aux transformants et la suspension est incubée à 37°C pendant une heure pour permettre
l'e^qnsssion du phénotype de résistance à l'anpicilline. Les bactéries transformées sont
ensuite étalées sur la boîte de pétri contenant lOOpg/ml d'ampicilline. Seuls les transformants
ayant acquis le gène de résistance à l'ampicilline vont pousser après 18 heures d'incubation à
37®C Les colonies sont repiquées et analysées par minipréparation. Le traitement
enzymatique ou l'amplification par la PCR seront exécutés pour l'identification et la
recherche des recombinants.
7.4.5 MINIPRÉPARATION DES PLASMIDES
7.4.5.1 Méthode par ébullition de Holmes et Quigley (1981)
Après repiquage de chaque colonie et incubation pendant 18 heures à 37°C avec agitation
dans 5 ml de LB et l'ampidlline (100|ig / ml), l'ADN plasmidique est extrait des bactéries à
partir de 1.5 ml de chaque culture. D'après Holmes et Quigley (1981), 1.5ml de cette culture
est prélevé et centrifugé pendant 2 minutes, on resuspend le culot dans 100 |il de tampon
"stet" (8% poids/volume de sucrose, 5% volum^volume de triton, 50mM d'EDTA, pH 8,
50mM de tris-HCl PH8), et on ajoute 10 |xl d'une solution fiaîche de lysozyme(lOmgAnl).
Après incubation dans de l'eau bouillante durant 40 secondes et centrifùgation, pendant 15
minutes, le surnageant est mélangé avec du phénol-chloroforme (volume égal), et centrifugé
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pendant 5 minutes. Après une deuxième extraction au phénol chloroforme, on ajoute un
volume égale d'isopropanol froid et on garde à -20°C pendant 10 minutes avant de
centrifuger pendant 15 minutes. On jette le surnageant et le culot est rincé avec de l'éthanol.
n est resuspendu dans 10p,l de T.E. Le rendement de cette méthode est de 4 à 8|ig d'ADN
/5ml de la culture bactérienne.
1AJ5J, Méthode décrite par C. Legoiul et ColL, (1994)
Ces derniers ont modifié la méthode conventionnelle d'extraction d'ADN par lyse alcaline en
changeant l'ordre d'ajout des solutions et en omettant la phase d'extraction au phénol; ceci
pour accroître la rapidité et la simplicité de cette procédure.
Les bactéries sont centrifugées puis resuspendues dans 100 |il de solutionl (50mM de
glucose, 35mM de tris lOmM d'EDTA, pH 8), 125 |xl de solution 2 fraîche (0.2N de NaOH
avec 1% SDS) sont ajoutés, en mélangeant par inversion. On ajoute 200 pi de chloroforme et
on mélange toujours en inversant plusieurs fois. Après une minute de lyse, 150 pl de la
solution 3 (3M d'acétate de potassium, 2N d'acide acétique glacial) sont ajoutés; les tubes
sont inversés rapidement pendant 2 à 3 secondes et centrifugé pendant 4 minutes. La phase
aqueuse est transférée dans un tube et l'ADN est précipité en ajoutant 2 volumes d'éthanol,
suivi de la centrifiigation à 4°C pour 4 minutes. Le culot est rincé avec de l'éthanol et on le
resuspend dans du T.E.
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7.5 L'ADN DE L'INSERT
L'ADN de l'insert peut être issu d'une amplification par PCR. Lors de cette amplification la
Taq polymérase ajoute le plus souvent un adénosine (A) du coté 3' du gène amplifié et on
utilise l'activité exonucléase 3'-5' de la T4 DNA polymérase pour rendre franc les bouts du
gène amplifié afin de faciliter son clonage. Dans une autre stratégie un vecteur a été construit
ayant, après traitement avec un enzyme de restriction, un nucléotide T en 3' qui facilite le
clonage de produit de la PCR qui portent un A en 3'. La termioale transférase peut être
utilisée pour ajouter les nucléotides à l'extrémité 3' de l'insert dans certain cas. L'ADN de
l'insert utilisé dans notre projet est: soit im ADN Bl-20 du virus Polyome, amplifié par la
PCR avec les amorces CAT2 et ERL2, soit tm ADN de C. pnewnonîae, amplifié par les
amorces CpnA et CpnB. Cet insert est purifié par plusieurs méthodes (voir section 7.3.) pour
favoriser le clonage.
7.6 SÉQUENÇAGE
Le séquençage est fait suivant la méthode de PROMEGA (Madison, USA). Elle débute par le
marquage des amorces. Pour 6 séries de réaction de séquence utilisées, on a mélangé dans un
tube de 1.5ml: Ipl (10pmol= 67ng pour un 24 mère) d'amorces avec 3|xl (lOpmol) de
gamma-ATP marqué au ou au l|il de tampon T4 kinaselOx, 0.75|xl de l'enzyme T4
kinase et 4.25|il d'eau. La réaction se fait à 37° C pendant 10 à 30 minutes pour le et
pendant 4h à 16° C pour le L'enzyme est inactivé à 90°C pendant 2 minutes. Ces
amorces radioactives sont utilisées avec la trousse. Le marquage des amorces est suivi par la
phase d'extension et la réaction finale. Dans chaque tube de séquence contenant (G, A, T,
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Q, on ajoute 2|il du mélange d/ddNTp approprié et on garde dans la glace pour la suite des
manipulations. Pour chaque série de séquence on ajoute 2,6 à 26ng d'ADN de PCR, 5p,l de
tampon de séquence 5x et 1.5|xl d'amorces marquées au on complète avec de l'eau
stérile pour un volume finale de 20[il. On ajoute l|il de Taq polymérase (5 unité/lil), 4|xl de
mélange (amorces, enzyme, tampon). On recouvre avec une goutte d'huile. L'appareil à
PCR est chauffé à 95°C, pendant 2 minutes juste avant d'introduire les tubes. Le programme
utilisé comporte 30 cycles dont 30 secondes de renaturation à 95°C, 30 secondes de
dénaturation à 42°C et 1 minute d'extension à 70°C. 3|il de la solution d'arrêt sont ajoutés
pour arrêter la réaction. On chauffe à 70°C pendant 2 minutes juste avant de déposer les
échantillons sur gel de séquençage.
8. RESULTATS
Afin d'atteindre ime sensibilité optimale et une spécificité maximale de la méthode PCR, on a
d'abord eu besoin d'évaluer les tois méthodes d'extraction d'ADN et choisir celle qui nous
permettra d'extraire de façon optimale l'ADN, ensuite on a mis au point les conditions de la
PCR pour une meilleure amplification en testant les différents paramétres tels que la
concentration de MgQ2 et des dNTP dans le mélange à PCR. Différentes paires d'amorces
ont été également testées afin de choisir les plus sensibles et spécifiques à C. pneumoniae.
Les marqueurs utilisés ont été choisis en fonction de nos différentes cibles: le gène ribosomal
16S de C. pneumoniae qui est un gène bien caractérisé, versus le petit gène inconnu décrit
par Campbell qui a été utilisé par plusieurs chercheurs. Le gène ppme^ de C. pneumoniae
servira à déterminer ou à identifier l'organisme détecté. Afin d'identifier les spécimens avec
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inhibiteurs lors de la détection de C. pneumoniae, il nous a fallu produire par clonage deux
cibles moléculaires modifiées (pUC-PPME spécique au géne ppme^ de C. pneumoniae et
pUC-ADNr spécifique au géne ribosomal 16-S) qui nous serviront non seulement de
contrôles positifs mais aussi d'étalon de quantification et de sensibilité.
8.1 ÉVALUATION DE LA MÉTHODE D'EXTRACTION D'ADN LA MIEUX
ADAPTÉE
Afin de déterminer la méthode d'extraction d'ADN la mieux adaptée, trois méthodes ont été
testées sur l'ADN de la souche TWAR: méthode NAOH 80°C, méthode NAOH 95°C et la
méthode lyse avec la protèinase-K. Une préparation de corps élémentaires de C. pneumoniae
produit in vitro sur cellules en culture a été diluée dans un extrait de cellules Mc-Coy afin
5  7 -8 9d'imiter un échantillon clinique. Des aliquots identiques des dilutions 10", 10', 10 , 10", et
10"^° furent extraits par les trois procédures et ensuite amplifiés par PCR avec les amorces
CT3B, CT8B suivies de CTll et CT12 (pour le gène de la ppme^. Le produit
d'amplification a été séparé sur gel d'agarose (voir résultats à la figure 1) et l'intensité de la
bande à 1000 pb fut évaluée visuellement Sur cette figure, il s'avère que la bande d'ADN
ançlifiée est visible jusqu'à la dilution 10"^° lorsque l'extraction NaOH 80°C fut ençloyée
mais seulement à des dilutions 10"^, 10"^ lorsque NaOH 95°C ou lyse protéinase-K,
respectivement, furent employées. Cette expérience fut reprise quatre fois avec l'ançlification
par les amorces CpnA et CpnB (pour le gène ribosomal 168) et quatre fois également avec
Cri2 et CT5B (pour le gène de la ppme^. À chaque occasion l'extrait NaOH 80®C
permettait la visualisation d'ADN après amplification à une dilution plus grande que NaOH
95°C et deux fois sur quatre à une dilution plus grande que PK-lyse. À deux occasions les
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extraits NaOH 80°C et PK-lysis donnaient des résultats équivalents. On a dû choisir la
méthode NaOH 80°C qui semblait nous donner des résultats constants et meilleurs par
rapport aux autres méthodes. Les résultats présentés ne comportent pas de contrôles sans
ADN car ceux avec contrôles sans ADN obtenus n'étaient pas présentables pour figurer dans
un mémoire.
S2 LA MISE AU POINT DES CONDITIONS DE LA PCE
Afin d'optimiser l'utilisation de la PCR pour la mise au point d'une méthode de détection de
C. pnewnoniae, différents paramètres ont été testés tels que: la concentration de MgQ2 dans
le tampon "Hot-Tub", les différentes concentrations de dNTP dans la réaction de la PCR
ainsi que la sensibilité des différentes paires d'amorces.
8.3 EFFET DE DIFFÉRENTES CONCENTRATIONS DE MgÇh DU TAMPON "HOT-
TUB"(ou tampon tub chaud) SUR LA SENSIBILITÉ DE LA PCR
Des concentrations de MgQa de 0.75mM, ImM, 1.5mM, :^nM, 2.5mM, 3niM dans un
volume final de 50pl ont été utilisées sur différentes paires d'amorces CpnA ÇpnB, COB
CT8B, CTll CT12, CT12 CT5B et les paires CpHRl CpHLl, CpHRl et CpHMl avec de
l'ADN issu d'une préparation de corps élémentaires de C. pneumoniae produit in vitro sur
cellules en culture et diluée dans un extrait de cellules Mc-Coy afin d'imiter un échantillon
clinique. L'extraction fut réalisée avec la méthode NaOH 80°C Le produit d'amplification a
été séparé sur gel d'agarose et l'intensité des bandes sur chaque paire d'amorces et sur
chaque concentration de MgCl2 furent évaluées. Cette expérience fut reprise trois fois et les
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résultats à la figure 2A et 2B montrent toujours lors de ces trois reprises que la variation de la
concentration de MgCl2 dans le tampon ne semble pas affecter la sensibilité et l'efficacité de
la PC!R surtout avec les paires d'amorces utilisées pour le gène ribosomal 16S CpnA et
CpnB; les paires CTll et CT12; CT12 et CT5B ainsi que CT3B et CTSB pour le gène de la
PPME. Par contre la paire externe CpHRl et CpHU du petit gène inconnu de Campbell
fonctionne bien mieux avec une concentration de 0.75mM et la paire inteme CpHRl et
CPHMl avec une concentration de 2.5mM de MgC^.
8.4 EFFET DE LA CONCENTRATION DES dNTPs SUR LA SENSIBILITE DE LA
PCR
Dans 50pl de la réaction à PCR, on utilise en général, une concentration de 200pM de dNTP,
ici les concentrations des dNTPs de lOOjxM, 200|J,M, 300|iM, 400nM. sont testées sur
l'ADN issu d'une préparation de corps élémentaires de C. pneumoniae produit in vitro sur
cellules en culture et diluée dans un extrait de cellules Mc-Coy afin d'imiter un échantillon
clinique. L'extraction fut réalisée avec la méthode NaOH SO^C et amplifiée par PCR avec les
paires d'amorces CT3B -CTSB pour la PCR externe suivi de la paire Cri2-CT5B pour
l'interne, CT3b -CTSb pour la PCR externe suivi de la paire Cri2-CT11 pour l'interne,
CpHRl et CpHLl pour le premier PCR, suivie de la deuxième paire CpHRl et CpHMl et
avec la paire d'amorce CpnB et CpnA. Les résultats (à la figure 3) de cette e}^rience,
visualisés sur gel d'agarose, montrent que la variation de la concentration des dNTPs ne
modifie pas l'efficacité de l'amplification de l'ADN par PCR puisque l'intensité des bandes
des différentes concentrations des dNTPs ne changent pas chez toutes les paires d'amorces.
La concentration de 200p.M a finalement été choisie pour la suite des manipulations.
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8.5 TEST DE LA SENSIBILITE SUR UES DIFFERENTES PAIRES D'AMORCES
Les paires d'amorees choisies en fonction de nos différentes cibles sont étudiées au niveau de
leur sensibilité. La paire externe CT3B et CT8B ainsi que la paire interne CTll et CT12 pour
le gène ppme* ; la paire CpnA et CpnB pour le gène ribosomal; la paire externe CpHLl et
CpHRl et la paire interne CpHRl et CpHMl pour le gène inconnu de Cançbell sont testées
sur de l'ADN issu d'une préparation de corps élémentaires de C. pneumoniae produit in vitro
sur cellules en culture et diluée dans un extrait de cellules Mc-Coy afin d'imiter un échantillon
clinique. L'extraction fut réalisée avec la méthode NaOH 80°C et des dilutions de 10"^, 10"^,
10"', 10"'°, 10"", 10"'^ siu: cet ADN furent utilisées sur les différentes paires d'amorces.
Après l'ançlification au PCR (figure 4) nous avons remarqué visuellement sur gel d'agarose
une sensibilité plus élevée chez la paire CpnA et ÇpnB lors de quatre expériences. Cette paire
CpnA et ÇpnB permettait la visualisation d'ADN après amplification à une dilution plus
grande c'est-à-dire 10"'^ que la paire CT12 et CTll qui détectait jusqu'à 10"". La paire
CpHRl et CpHMl nous donnait des résultats variables généralement moins sensibles que
CpnA et CpnB.
8.6 CONSTRUCTION DU CONTRÔLE POSITIF ''pUC-PPME LONG"
Ce pUC-PPME-long a été construit pour pouvoir le différencier des patients lors de la PCR,
des patients portant le nœme gène ppme^ des Chlamydiae amplifié par PCR avec les mêmes
amorces. pUC-PPME sera donc utilisé comme contrôle positif et standard interne lors des
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différentes PCR. Le plasmide utilisé pour sa construction est un recombinant de pUC
contenant le gène ppme"^ de C pneumoniae (H. Cheriti, et coL, résultats non publiés). Le
produit de la ligation appelé plasmide pUC-PPME est digéré de façon partielle par BamHI
(Pharmacia, Montréal, Canada). Les fragments sont soumis à une électrophorèse en gel
d'agarose 1%, le fragment linéaire de la longueur initiale pUC-PPME est récupéré du gel et
purifié par "freeze et squeeze" ou pression par congélation. Il est ensuite traité par la
phosphatase alcaline (Pharmacia, Montréal, Canada), enzyme qui catalyse l'élimination des
monophosphates qui se trouvent aux extrémités 5' de l'ADN. Ce traitement empêche l'ADN
ligase de circulariser l'ADN de pUC-PPME sans l'addition d'un insert.
L'insat choisi ici est un ADN de Polyome (fotimi gracieusement par le laboratoire du Dr
Bourgaux ) qui n'a pas de site KpnL Cet insert de polyome est amplifié par PCR avec les
amorces ERL2 et CAT2 et digéré par Mbol (Pharmacia, Montréal Canada) afin d'obtenir un
fragment de 280 paires de base qui sera inséré par ligation (à bouts cohésifs) dans pUC-
PPME, puisque les bouts cohésifs générés par Mbol sont les mêmes que ceux générés par
BamHI (GATC). La molécule d'ADN pUC-pneumoniae-insert recombinante est introduite
dans la cellule hôte DHSoc (bactérie compétente) par transformation. Les plasmides
recombinants sont sélectioimés par digestion enzymatique avec Kpnl qui coupe de part et
d'autre du gène ppme^ siu: le plasmide pUC-PPME et libère un fiugment de 1000 paires de
base (le gène ppme^, fragment qui est rallongé de 280 paires de bases lorsque l'insert de
polyome est présent La figure 5 nous montre la construction de pUC-PPME long avec
toutes les toutes les étapes détaillées.
La mise en évidence du clone positif a été faite d'abord à l'aide du profil des fiugmraits
d'ADN générés par Kpnl sur les différentes colonies (voir Figure 6). L'ADN des différentes
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colonies à été obtenue par minipréparatîon selon la méthode décrite au paragraphe 7.4.5 et
digéré par KpnL Sur la piste 1 on remarque un fragment d'environ 1000 paires de bases qui
représente le gène ppme^ présent dans le plasmide original pUC-PPME. Sur la piste 2 ce
fragment est remplacé par un fragment de 1280 paires de bases qui représente le gène ppme^
rallongé de 280 paires de bases par l'insert L'ADN du clone positif a été amplifié par PCR
en parallèle avec le plasmide original avec les amorces CTll et Cri2 pour la vérification de
la taille du clone. Le produit de la PCR a été séparé sur gel d'agarose 1% ( voir à la figure7).
La présence d'une bande à 1000 pb chez le plasmide original, à la première piste et de 1280
pb chez le clone positif, à la deuxième piste, fut constatée.
L'ADN amplifié par PCR avec les amorces CTl 1 et CT12 a été digéré par les enzymes AluI
et Mspl et séparé sur gel de polyacrylamide 10%. La figure 8 montre la digestion
enzymatique sur l'ADN amplifié du sérovar L2 de C. trachomatis, à la piste 3, le traitement
sur l'ADN amplifié de pUC-PPME (notre plasmide original) à la piste 2 et le traitement sur
l'ADN amplifié du clone positif pUC-PPME long à la première piste. Le profil des fragments
observé démontre la taille attendue et confirme l'identité du clone.
Pour la reconfirmation de l'identité de notre clone positif, on a eu à séquencer, et le
séquençage nous a apporté une preuve irréfutable de l'identité du clone positif pUC-PPME
long dont les constructions serviront de standard interne. Ce contrôle pUC-PPME a été
construit de manière à pouvoir le différencier des patients portant le même gène ppme^
amplifié par PCR avec les mêmes amorces.
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8.7 CONSTRUCTION DU CONTRÔLE POSITIF "pUC-ADNr coure*
Le pUC-ADNr est un clone issu de rinsertion d'un fragment de 436 paires de bases
provenant d'une anqilifîcation par la PCR du gène ribosomal 16S de C. pneumoniae avec les
amorces CpnB et ÇpnA dans le plasmide universel pUC-AhD"2 adapteur appelé encore
plasmide vecteur pUC-PCR.
8.7.1 œNSTRUCnON DU PLASMIDE UNIVERSEL vecteur pUC-PCR
Le vecteur pUC-PCR est un hybride issu de Fmal-p2 modifié et de Fuc-19. Le site Ahdl dans
le gène de la bêta-lactamase de Pmal-p2 est éliminé et deux sites Ahdl sont crées dans le site
de clonage multiple. Ces modifications sont ensuite transférées de Fmal-p2 à Pue-19. Les
étapes de la construction de ce vecteur sont présentées à la figure 9 et les chapitres qui
suivent
D élimination du site Ahdl du gène de la bêta lactamase et création de Pmal-D2 AhD =
Fmal-p2 subi un traitement enzymatique par Ahdl et Dral et donne des fragments
Dral—^Dral de 5100 paires de bases; Dral—^Ahd de 1425 paires de base et de Ahdl—^Dral de
175 paires de base. Dans un autre tube Pmal-p2 est traité de façon indépendante par Ahdl et
donne une molécule linéaire de 6700 paires de bases. Les deux ADNs sont mélangés de façon
équimolaires et d'éventuels bris monocaténaires sont réparés par la ligase, deux heures à
16°C. On a chelaté le MgQ2 des tampons par l'ajout d'EDTA lOmM final (car le MgQ2
inhibe la dénaturation de l'ADN). On a augmenté la concentration saline à lOOmM de NaQ
et les ADNs furent précipités avec deux volumes d'éthanol, le culot est resuspendu dans 30pl
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de tris lOmM, O.SmM de NaQ. Après une dénaturation de 20 minutes à 95°C, on a incubé
toute la nuit à 65°C pour la renaturation des brins. Parmi d'autres hétéroduplexes formés il a
du se former les appariements d'im brin de 6700 bases issu de Pmal-p2 traité par Ahdl et un
autre brin de 5100 bases venant de Pmal-p2 traité par Ahdl et DraL En ajoutant un adaptem
phosphorylé CTATCTACACAACGGGGAGTC) qui correspond au site Ahdl, mais avec un
nucléotide A à la place du G dans la séquence de reconnaissance de Ahdl
(QACNNN'NNGTG) l'hétéroduplexe peut être circularisé.
Le linker devrait s'apparier instantanément avec le Pmal-p2, pendant l'incubation de 10
minutes à 50°C, puisque dans 40pl de mélange, il ya IpM de l'ADN de l'adapteur comme
dans une PCR. Il s'en suit une réaction de réparation avec Vtvaymsi polymérase Klenow, les
quatres dNTPs et la ligase pour que le cercle soit à deux brins sur toute sa longueur. Cet
ADN est utilisé pour transformer E. coli. Plutôt que d'analyser les colonies, l'ensemble des
bactéries transformées est cultivé et l'ADN extrait d'un échantillon. Cet ADN est enrichi
pour les plasmides ayant perdu le site Ahdl par une digestion avec AhdL Après
transformation et repiquage de seize colonies, l'ADN des minipréparations est digéré par
Ahdl et Pstl puis analysé. Treize colonies sont identifiées, ayant perdu le site AhdL Une des
colonies est choisie et appelées Pmal-p2 Ahd".
2^ création d'un site Ahdl dans le MCS de Pmal-p2 Ahd=
Un adapteur phosphorylé TCGACTCTGTGTCGACAAAAAGTCTGCA avec im hànisite
Pstl à l'extrémité droite et un hémisite Sali à l'extrémité gauche, (le site Ahdl est souligné)
est inséré dans Pmal-p2 ordinaire traité par Sali et Pstl. Après la ligation on obtient un Pmal-
p2 adapteiu* Ahd, le traitement par Sall-Psti permettra de vérifier sur gel acrylamide de 10%
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l'augmentation de la taille du site de clonage multiple de 163 paires de base à 181 paires de
base. Afin de combiner sur un m^ne vecteur le site Ahdl au site de clonage multiple (MCS)
et le gène de la bêta-lactamase sans Ahdl, les deux plasmides sont digérés par BspHI. Cet
enzyme coupe le plasmide deux fois créant deux fragments, un qui porte le gène de la bêta-
lactamase et l'autre le reste du vecteur y compris le MCS. Afin de favoriser la recombinaison
des firagments voulus, d'autres enzymes qui coupent exclusivement dans l'un ou l'autre
fiugment sont employés.
L'enzyme Dral qui coiq>e le gène de la bêta-lactamase est utilisé sur le plasmide avec Ahdl au
MCS et BamHI est employé pour couper le MCS de Pmal-p2 Ahd '. On inactive les razymes
puis on mélange dans la proportion de un pour un, suivie d'une ligation à 16°C pendant 3
heures. Après la ligation de ces deux ADNs, on obtient un Pmal-p2 Ahd " Linker Ahd.
3^ création d'un deuxième site Ahdl dans le MCS de Pmal-p2 Ahd = adapteur Ahd.
a- création de pUC-adapteur - EcAhKp. Puc-19 est digéré par EcoRI et Kpnl (on perdra b
site Sacl qu'on remplacera par Ahdl) en insérant l'adapteur EcAhKp phosphorylé
S'AATTCGAd i 1AAGTCGGGTAG3'. La présence d'un site Ahdl supplémentaire est
vérifiée (celui dans b gène de la résistance à l'ançicilline et celui dans le site de clonage
multiple) par digestion en^miatique.
b- transfert du MCS de pUC-adapteur-EcAhKp dans Pmal-p2 AhrfLinker Ahd.
Le site Ahdl dans b MCS pUC-adapteur-EcAhKp a été transféré à Pmal-p2 Ahd" adapteur
Ahd après traitement des deux plasmides par EcoRI et SaU d'une façon analogue à celle
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employée pour créer Pmal-p2 Ahd" adapteur Ahd. Ainsi nous avons dans le MCS deux sites
Ahdl séparés de 38 paires de bases.
4 transfert des modifications subies par Pmal-p2 -Ahd~2 adapteur dans pUC-19 et création
de pUC-Ahd" 2 adapteur.
a- transfert du firagment BspHI contenant le gène de la bêta-lactamase sans site Ahdl dans
Pucl9 et création de pUC-Ahd~:
pUC-Ahd" est crée en transférant un fragment BspHI d'environ 1500 paires de base de Pmal-
p2 Ahd", dans pUC-19. pUC 19 perd son fragment BspHI de 1100 paires de base au profit
du fragment BspHI venant de Pmal-p2 Ahd". Donc la taille de pUC-Ahd ~ est de 3100 paires
de base versus 2700 pour le pUC-19 ordinaire.
b- transfert du MCS de Pmal-p2 -Ahd"2 adapteurs dans pUC-Ahd" et création du vecteur
pUC PCR: le site de clonage multiple de Pmal-p2 Ahd" 2 adapteurs a été transféré dans
pUC Ahd" en digérant les deux plasmides par EcoRI et Hindin. On vérifiera l'obtention
du clone pUC-Ahd" 2 adapteurs par l'^parition de site Ahdl dans un plasmide pue de
3100 paires de base. Il n'est pas possible de vérifier la présence des deux sites par
digestion aux enzymes de restriction puisque les sites sont trop rapprochés. La
construction de ce plasmide vecteur pUC-PCR est présentée à la figure 9A.
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8.7.2 PRODUCTION DU CONTRÔLE POSITIF pUC-ADNr court par clonage du gène
16S ribosomal de C. pneumoniae dans le vecteur pUC-PCR
La construction du clone positif pUC-ADNr par clonage du petit fragment de 436 paires de
bases du gène ribosomal 16S issu d'une ançlification par PCR avec les amorces ÇpnB et
CpnA dans ce plasmide vecteur pUC-PCR est présenté à la figure 11 et dans les paragraphes
qui suivent
al Clonage de l'ADNr de C.pneumoniae
Les premières tentatives de cloner des produits de PCR dans le vecteur pUC-PCR se sont
avérées infructueuses puisque le bruit de fond des recombinants potentiels sans insert était
trop élevé.
Nous avons découvert que ce bruit de fond élevé provenait de molécules d'ADN plasmidique
à single brin et donc réfractaires au traitement par les enzymes de restriction mais toujours
capables d'initier la transformation. Le plasmide vecteur pUC-PCR a été traité par la nucléase
"Mtmg bean" pour éliminer les molécules d'ADN à simples chaînes qui peuvent nuire au
clonage. On a complété ce traitement Ahdl par une digestion avec Kpnl pour éliminer un
petit firagment d'ADN du MCS entre les deux sites Ahdl. Un traitement à la chaleur de 30
minutes à 85®C inactive les enzymes Ahdl et Kpnl et dénature les petits fragments d'ADN les
en:q)êchant de permettre la circularisation du vecteur sans insert L'ADN de l'insert de 436
paires de base, issu de l'ançlification par PCR avec les amorces CpnB et CpnA sur le gène
ribosomal de C. pneumoniae est purifié par la méthode de la haute purification des produits
de PCR (décrite au paragraphe 7.3.1). Après purification les deux ADNs, celui de l'insert
purifié et celui du plasmide digéré sont ligaturés ensemble. La transformation a été réalisée
selon la méthode décrite au paragraphe 7.4.4. et les bactéries transformées ont été étalées sur
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des boîtes de pétris contenant de rampicilline. La digestion enzymatique avec EcoRI et
Hindin de l'ADN des différentes colonies a permis de mettre en évidence le clone positif.
L'identification a été confirmée par ime digestion enzymatique avec PvuII. Les produits de la
digestion ont été séparés sur gel d'agarose 1% (voir à la figure 10 pour EcoRI et HindTTT et à
la figure 11, le traitement avec PvuII). Chez les clones ayant incorporé un insert de 436 paires
de base, la digestion par EcoRI et Hindin a libéré un fiagment d'environ 500 paires de base
tandis que la digestion avec PvuII a généré un fragment de 782 paires de base. Sur les deux
figures 11 et 12, la piste 1 contient le recombinant positif avec son insert de 436 paires de
bases dans le site de clonage multiple du plasmide et la piste 2, le plasmide originaL Ces deux
plasntides ont été amplifié par PCR avec les amorces CpnA et CpnB.
Les produits de la PCR ont été séparés sur gel d'agarose 2% (voir à la figure 12) et la bande
à 436 pb fut visualisée dans la piste 1 préparée avec le recombinant positif. Cette bande n'est
pas produite à partir du plasmide original (piste 2) pitisque ce dernier ne contient pas le gène
de l'ADNr.
b) modification de pUC-APNr pour çrégr contrôlé positif pow la PCR.
La taille de l'ADNr cloné devra être modifiée afin de la différencier du produit de la PC!R des
patients ayant le gène ribosomal intact et qui sera amplifié avec les amorces CpnA et CpnB.
Nous avons décidé de raccourcir le gène cloné en le digérant avec les enzymes Hpal et BsaAI
(New England Biolab) qui ne coupent pas pUC-19 mais qui coupent l'insert ADNr produit
par CpnA et CpnB en libérant un firagment de 62 paires de base. Après une ligation à bouts
fiiancs, on a obtenu un clone avec le gène ribosomal de C. pneumoniae raccourcL Le
traitement de l'ADN des colonies avec les enzymes EcoRI et Hindin ( figure 13), et PvuII
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(figure 14) confirment l'efficacité de cette démarche. Sur ces figures, le plasmide raccourci a
donné des firagments plus courts d'environ 440 pb avec digestion par EcoRI et Hindin et de
220 pb dans le cas de PvuII. L'amplification par PCR avec les amorces CpnB et CpnA du
clone positif raccourci a donné un fragment de 374 paires de bases (figure 15, piste à gauche
de M), et le plasmide pUC ADNr produit un ADN (2 pistes à droite de M) de 436 paires de
base.
Cette diminution de la taille de l'insert nous permettra de différencier les produits du PCR
générés à partir du contrôle positif pUC-ADNr court de celui des patients ayant le gène
ribosomal de C. pneimoniae intact lors de l'amplification par les mêmes amorces CpnB et
CpnA.
8.8 DÉTECTION DE C. pneumoniae DANS LES SÉCRÉTIONS RESPIRATOIRES
DES PATIENTS
La détection des Qilamydiae par la PCR dans les sécrétions respiratoires de 139 patients, a
été réalisée afin de tester notre méthode mise au point, avec les paires d'amorces CpnA,
CpnB et avec CT3B,CT8B (pour la première PCR) suivie de CT12, CT5B (pour la deuxième
PCR), pour chaque série de spécimen. Les contôles positifs (pUC-PPME long pour les 2
paires CT3B, CT8B et CT12, CT5B et pUC ADNr court pour CpnA et CpnB) ont été
ajoutés également dans chaque spécimen de patient Ainsi pour chaque série nous avons
réalisé une ançlification par PCR avec les échantillons seulement et une amplification par
PCR avec les échantillons mélangés à 100 copies du témoin positif. La figure 16 montre
l'amplification obtenue avec la paire d'amorces CpnA et CpnB d'une série d'échantillon
additionnée de 100 copies du témoin positif pUC ADNr court Le produit de la PCR a été
45
séparé sur gel d'agarose 2%. On note la présence de deux bandes de 436 pb ( la cible
naturelle) et de 374 pb pour le témoin positif. Les pistes 3, 12, et 24 montrent une bande à
436 paires de base correspondante à celle du gène ribosomal 16S de C. pneumoniae anplifié
par PCR avec les amorces CpnA et CpnB. Ces patients sont alors considérés comme positifs
puisqu'ils contiennent C. pneumoniae dans leurs sécrétions respiratoires.
L'an:q)lification par la PCR des mêmes échantillons sans contrôle positif avec les amorces
CpnA et CpnB est présenté à la figure 17. Les pistes 3, 12, et 24 ont encore montré la
présence d'une bande à 436 pb qui témoigne de la présence de C. pneumoniae dans les
sécrétions respiratoires de ces patients.
La détection a été faite également sur la même série d'échantillons, mais avec d'autres paires
d'amorces, les paires d'amorces CT3B,CT8B suivie de CT12, CT5B. 100 copies du contrôle
positif pUC PPME long furent ajoutées dans chaque spécimen de patient À la figurelS, la
présence d'une bande d'environ 1000 pb dans les pistes 3, 12, et 24 obtenue des sécrétions
respiratoires indique des patients positifs avec C. pneumoniae dans leurs sécrétions
respiratoires. À la figure 19 l'amplification par PCR avec les amorces Cr3B, CTSB suivies
de CT12, CTSB, de la même série d'échantillons mais sans contrôle positif a présenté une
image un peu différente. Les pistes 3 et 12 ont montré la bande typique de C. pneumoniae
tandis que le patient 24 présente un résultat négatif birai qu'il ait été positif avec CpnA et
CpnB avec et sans contrôle positif et avec CT12, CTSB avec contrôle positif.
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Pendant nos essais, on a également retrouvé 3 tubes négatifs même s'ils contenaient des
témoins positifs, ceci suggérant la présence d'inhibiteurs à PCR dans ces tubes. Nous avons
pu surmonter ce problème en diluant les échantillons 50 fois.
L'étude de 137 spécimens cliniques avec les deux paires d'amorces avec et sans les contrôles
positifs a permis d'identifié 19 spécimens positifs sur ces analyses. Il n'a été noté aucun
spécimen positif seulement pour une des paires d'amorces. Quatre spécimens donnaient des
bandes faibles pour les deux séries de marqueurs. Il était intéressant de voir que les quatre
spécimens faiblement positifs provenaient de lavages bronchoalvéolaires de patients avec
pneumonie.
Parmi les 139 spécimens il y avait 81 prélèvements de gorges dont 10 positifs ou 12.2%. Il y
avait quatre spécimens d'aspirat nasopharyngé positifs sur 20 ou 20%. Parmi les 22 lavages
broncheoalvéolaires il y avait cinq (5) échantillons positifs soit 22.7%. Enfin sur 11 autres
spécimens de liquides pleurais ou péricardiques et biopsies pulmonaires, aucun n'était positif.
Afin d'identifier l'organisme détecté chez ces patients, on a digéré les produits du gène
ppme^ ançlifié par PCR par des enzymes de reslriction (figure 20). Les fragments générés
par digestion avec Mspl- AluI de l'ADN amplifié de quatre patients positifs ainsi que l'ADN
de la souche TWAR fournie par Dre Peeling servant de contrôle furent analysés sur gel de
polyacrylamide à 10%. On constate sur cette figure que le profil des fragments présentés par
les différents échantillons ne diffère pas de celui de la souche de référence TWAR d'où la
confirmation de l'identité de la bactérie (C. pneumoniaé) détectée dans les sécrétions
respiratoires des patients avec les amorces CT3B-CT8B suivie de Cri2 et CT5B en a, en b,
les paires CT3B-CT8B suivie de CT12 et CTl 1; en c, la paire CpnA et CpnB. Les pistes 1 en
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a, en b et en c, l'ADN du patient numéro 3 digéré par Mspl AluI, les pistes 2 en a, en b, et en
c le patient numéro 12, les pistes 3 en a, en b, et en c, le patient numéro 24., les pistes 4 en a,
en b et en c, le patient numéro 51 et les pistes 5 en a, en b et en c, le contrôle positif TWAR
et anq)lifîée par ces différentes paires d'amorces en a, en b et en c respectivemenL
8.9 TEST DE QUANTIFICATION DE UADN ISSU DE QUATRE ÉCHANTILLONS
DE PATIENTS POSITIFS, AMPLIFIÉS PAR PCR AVEC LES AMORCES CpnA
ETCpnB
L'ADN de quatre échantillons de patients a été extrait par la méthode NaOH décrite au
paragraphe?. 1.2. L'extrait est dilué 10 fois puis amplifié avec G, 10, 100 et 500 copies du
contrôle positif pUC ADNr court. Le produit de la PCR a été séparé sur gel d'agarose 2%
(voir résultats à la figure 21) et l'intensité des bandes à 436 pb pour les échantillons de
patients et 374 pb pour le contrôle positif, a été évaluée visuellement pour la détermination
du nombre de copies présentes chez un patient Pour le patient 1, sur la deuxième piste, il est
évident que le spécimen du patient contient plus de 10 copies puisque l'intensité de la bande
du patient à 436 paires de bases est beaucoup plus grande que la bande témoin 10 copies. À
la piste 3 le patient contient un peu plus d'ADN que le témoin 100 copies mais moins que le
témoin 500 copies à la piste 4. On estime que le spécimen du patient contient environ 200
copies. Puisque nous avions dilué le spécimen 10 fois avant de faire cette analyse et qu'un
spécimen de 50iil était ^ ployé au départ, nous pouvons calculer que dans 1ml du spécimen
il y avait environ 40,000 corps élémentaires de C. pneumoniae. Les spécimens 1, 2 et 4
contenaient une quantité similaire d'ADN mais environ deux fois plus que le spécimen 3. Les
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spécimens 1, 2 et 3 provenaient d'aspirats nasopharyngés de bébé tandis que le spécimen 4
était xme lavage broncho-alvéolaire d'un patient avec pneumonie sévère.
TABLEAU COMPARATIF DES RÉSULTATS D'ANALYSE DE LA
DÉTECTION DE C. PNEUMONIAE CHEZ 139 PATIENTS
CT 3b 8b ;CTI2 + 5b (PPME)
Avec contrôle Positif Sans contrôle Positif
+ +
CpnA
et
Avec
contrôle
Positif
+
' V
19 0 18 ♦1
CpnB "m
.r > »V
""■118 '
(16-S
ribosomal)
Sans contrôle
Positif
+ 19 18 *1
118 0  ' ' 118
* L'inhibition du PCR a été observée sur un échantillon positif et trois échantillons négatifs
pour C. Pneumoniae.
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DISCUSSION
L'objet de cette étude était la mise au point d'une médiode de détection par PCR de C.
pneumoniae dans les sécrétions respiratoires et dans le sang des patients. Plusieurs
paramètres ont d'abord été étudiés:
• Trois méthodes d'extractions appelées NaOH 80°C; NaOH 95°C et méthode PK-lyse ont
été évaluées avant de choisir la méthode NaOH 80°C comme celle qui permet d'extraire de
façon optimale l'ADN, ainsi que les paramètres de la PCR comme:
-> la concentration de MgCl2 dans le tampon de la réaction de la PCR,
-> les concentrations des dNTPs dans la réaction,
-> l'identification des paires d'amorces les plus sensibles à C. pneumoniae pour une
amplification maximale de l'ADN extrait
• le développement de deux PCRs, la deuxième étant aussi sensible que la première.
•  la production de deux contrôles positifs, un à partir du gène ppme^ de C. pneumoniae,
appelé pUC-PPME long et un autre à partir du gène ribosomal 16S de C pneumoniae, appelé
pUC ADNr court Contrôle positifs qui nous serviront d'étalon de quantification et de
sensibilité. Ces constructions serviront de standard interne. Comme étalon de quantification,
ils nous permettront de savoir la quantité de molécules d'ADN bactérieimes présentes chez
un patient Comme étalon de sensibilité, Us nous permettront de détecter l'existence des
inhibiteurs à PCR dans un tube pouvant générer les faux négatifs.
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• À l'aide de ce protocole de la PCR mis au point avec les amorces pour nos différentes
cibles visées: le gène ribosomal 16S de C. pneumoniae, dont la séquence est spécifique à
cette souche et le gène ppme^ de C. pneumoniae, 137 spécimens cliniques ont été analysés.
Les méthodes NaOH SCC, NaOH 95°C et la PK lysis (décrites au paragraphe 7.1.2) ont été
testées sur une souche de TWAR. Ainsi la méthode NaOH 80°C a semblé être la meilleure
puisqu'elle nous a permis d'extraire de manière optimale, l'ADN. Plusieurs autres auteurs ont
trouvé que la méthode PK lyse permettait une borme extraction d'autres germes (Frost et
colL, 1993. Erlich et coll., 1989. Saiki et coll., 1986) bien que Gnarpe et Eriksson; (1995)
et Mass et Dalhoff (1994) l'avaient trouvé moins efficace que d'autres méthodes d'extraction
de l'ADN de C. pneumoniae et Gaydos et coll (1994) ont trouvé qu'il ne permettait pas la
détection de tous les positifs. Il est possible que notre protocole au NaOH 80°C éliminait
efficacement les porphyrines à la première centrifiigation car les globules rouges étaient
laquées, n n'est pas évident de savoir pourquoi le NaOH 95°C fonctionnait moins bien que le
NaOH 80°C. L'efficacité de NaOH 80°C à éliminer les inhibiteurs de la PCR a été bien
documenté dans cette étude puisque le contrôle positif a été amplifié dans 134 des 137
spécimens de patients ançlifiés. On peut peut-être expliquer l'extraction moins efficace de la
PK ici dans nos essais par l'inactivation incomplète par la chaleur de la protéinase K, car une
petite quantité de la protéinase K toujours active peut affecter l'amplification en digérant
l'enzyme Taq polymérase. Également la présence des composés porphyrines dérivés du sang
peuvent inhiber et diminuer la qualité de ramplification.(Erlich et colL, 1989).
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Nous avons démontré que la variation de la concentration de MgCl2 dans le tampon de la
PCR ne semble pas affecter de manière significative la sensibilité et l'efficacité de la PCR
avec les amorces CT3B-CT8B pour la PCR exteme suivi de la paire CT12-CT11 ou la paire
CT12-Cr5B potu- l'inteme ni pour la paire CpnA et CpnB. D'après la littératme la
concentration de MgCl2 peut apporter des effets marqués sur la spécificité et la sensibilité de
la PCR. La plupart des études emploient l.SmM MgCt avec 200|xM de chaque nucléotide
(dNTP) tout comme nous l'avons établL Dans certaines circonstances, différentes
concentrations de Mg peuvent être nécessaires. Ceci explique les résultats obtenus avec les
paires d'amorces CpHRl et CpHLl pour la première PCR qui semble mieux fonctionner avec
une concentration de 0.75mM sitivi de la deuxième paire CpHRl et CpHMl avec 3mM. Ce
résultat est conforme avec celui obtenu par Campbell et coUaborateiurs (1992). Généralement
un excès de Mg (3.5, à 10 mM) entraine une accumulation de produits non spécifiques et,
tme insuffisance des ions Mg^ comme 0.5 mM réduit l'intensité de l'amplification de la
séquence cible ( Erlich et coll.,1989), limitant ainsi sa sensibilité. Lors de variation de la
concentration de MgCl2 aucun effet n'a été détecté sur la sensibilité et la spécificité de
l'amplification. Ceci peut s'expliquer par le fait que bs amorces fonctionnaient déjà bien à de
fitibles concentrations de Mga2 et que d'autres cibles qui auraient pu fonctionner avec une
concentration supérieure de Mga2 grâce à des séquences similaires mais non identiques aux
amorces, n'étaient pas présentes. Notons que pour la suite du projet, l'amplification par PCR
avec ces différentes paires d'amorces s'est donc faite avec une concentration de 1.5mM de
MgCl2
52
Nous avons pu conclure d'après nos résultats que la variation de la concentration des dNTPs
ne modifie que très légèrement l'efficacité de la PCR. Les deoxynucléotides triphosphates
sont usuellement présents à raison de 50 à 200|xM chacun. Une forte concentration de dNTP
peut provoquer une mauvaise incorporation par la polymérase et une faible concentration
limitent la quantité d'ADN synthétisée (Erlich et coll., 1989 ). Puisqu'il n'y avait que peu de
produit non-spécifique synthétisé dans nos réactions, la quantité de dNTP n'a jamais été
limitatif. Nous n'avons pas essayé des quantités élevées de dNTP qui pouvaient
compromettre l'amplification. La littérature ( Erlich et coll., 1989) explique que les dNTP
apparaissent liés quantitativement le MgCl2> ^  quantité de dNTP présents dans la réaction
détermine la quantité de MgCl2 libre et utilisable.
Après avoir choisi la meilleure méthode d'extraction et les conditions de la PCR les plus
adaptées pour une meilleure ançlification, il a fallu également tester la sensibilité d'une
dizaine de paires d'amorces et choisir en fonction des cibles visées, les plus sensibles et
spécifiques à C. pneumoniae. Les résultats ont montré une sensibilité plus élevée chez la paire
CpnA et CpnB qui détecte des particules bactériennes jusqu'à une dilution de 10" . Le
groupe de Frost et collaborateurs (1993 et les résultats non publiés.) a étudié, vérifié la
sensibilité de certaines paires d'amorces pour la PPME de C. trachomatis en développant la
PCR nichée ceci pour pouvoir augmenter la sensibilité des amorces. Cette PCR nichée a été
utilisée avec des amorces modifiées pour an^lifier C. pneumoniae plutôt que C. trachomatis
lors de la détection de C. pneumoniae dans les échantillons des patients. L'utilisation d'une
PCR nichée avec les amorces les plus sensibles peut expliquer la sensibilité élevée observée
chez les paires d'amorces Ct3B -Q8B pour la PCR externe et la paire CT12-CT5B pour la
PCR nichée.
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Une PCR avec une seule paire d'amorce pour PPME s'est déjà montrée peu sensible (Frost et
colL, 1993; Kaltenboeck et coU 1993). Les deux séries d'amorces ont probablement la mrâie
sensibilité sur des spécimens cliniques puisque les 19 spécim^ positifs pour C. pneumoniae
l'étaient avec les deux paires d'amorces, même s'ils présentaient une faible quantité de bande
d'ADN amplifié.
La production des contrôles positifs était indispensable lors de la réalisation de ce projet, car
on pouvait les utiliser comme étalon de quantification et de sensibilité. Us ont aidé à contrôler
la présence des inhibiteurs qui peuvent générer des faux négatifs et en même temps quantifia
r ADN détecté pour vérifier la sensibilité de la technique et vérifier le nombre de copies de C.
pneumoniae dans une infection (Frost et coll., 1995). Plusieurs études rapportent la présence
des inhibiteurs de la PCR, par exemple le cas de la méthode de culture poiu* C. trachomatis
qui indique une sensibilité inférieure à 100% donc la présence d'ime inhibition probable
(Quiim et coU 1994; Frost et coU 1995 ; Gnarpe et coU 1995.). Peu d'études utilisent des
contrôles positifs. Nous avons produit par clonage deux contrôles positifs pUC-PPME long
et pUC-ADNr court Le pUC-PPME long à été produit à partir d'un plasmide recombinant
pUC-PPME par l'insertion d'un fragment d'ADN du virus du polyome.
La construction du deuxième contrôle positif a nécessité la production d'abord, d'tm
plasmide universel vecteur pUC-PCR, plasmide ayant deux sites Ahdl éloignés dans son
MCS, et ayant perdu le site Ahdl dans son gène de la bêta-lactamase. Ce plasmide peut être
utilisé pour le clonage de tous les produits de la PCR an^lifié à l'aide de la Taq polymérase.
Oa figure 9 présente la constmction de ce plasmide).
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Nous avons d'abord construit un clone positif pUC-ADNr par clonage du fragment de 436
paires de bases du gène ribosomal 16S issu d'une amplification par PCR avec les amorces
CpnB et QpnA dans le plasmide universel pue vecteur PCR. Pour différenciCT ce clone positif
de l'ADN extrait des patients, il a fallu soit rallonger, soit racourcir la taille du petit fragment
du gène ribomal 16S amplifié par la PCR avec les amorces CpnA et CpnB. Nous avons
choisi de la réduire en enlevant la portion située entre deux sites de clivage d'en^rmes BsaAI
et Hpal, deux enzymes qui ne coupent pas le plasmide sauf dans l'insert du petit firagment de
436 paires de bases, occasioimant la perte d'un fragment de 62 paires de bases. Gi^ à ces
contrôles positifs on a pu découvrir 3 négatifs qui auraient pu être positifs, parmi les 137
patients analysés soit 2% d'inhibition. Ceci nous prouve l'importance d'un contrôle positif
surtout lors de la détection des Qilamydiae dans des sécrétions respiratoires souvent difficile
à extraire à cause de la présence de plusieurs autres micro-organismes et dans le sang à cause
de sa teneur protéique élevée. Le groupe de Maass (1994) a trouvé beaucoup plus de faux
négatifs passant de 12% de positif si l'extraction a été réalisée avec la méthode Pk lyse à 31%
lorsque la méthode à la chaleur fut employée. On peut expliquer la présence de moins de faux
négatifs découverts grâce à nos témoins positifs par la bonne extraction au NaOH 80®C qui
doit éliminer efficacement les inhibiteurs à PCR dans la plupart (98%) des spécimens.
Après avoir mis au point un test au PCR en choisissant la meilleure méthode d'extraction
d'ADN, les conditions optimales de réactions pour une amplification, les cibles les plus
sensibles, et en produisant des contrôles positifs ou encore, des étalons de quantifications et
de sensibilité, et enfin en développant deux PCRs chacun servant de contrôle à l'autre, on a
débuté la détection proprement dite chez les patients.
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La recherche de C. pneumoniae dans les extraits respiratoires de 137 échantillons de patients
par la méthode NaOH 80°C a été réalisée. Les résultats con^dés dans le tableau récapitulatif
nous montrent 19 patients positifs soit 13.9% de positifs alors que d'autres études nous
rapportent 5 à 10% de la détection de C. pneumoniae par PCR dans les échantillons
respiratoires (Grayston, 1992; Marrie et coU 1990). Tandis que d'autres ont trouvé des
prévalences plus importantes (Maass et Dalhoff 1994., Gnarpe et Erickson., 1995). Le fait
que tous les positifs CpnA et CpnB soient également positifs avec PPME et avec les deux
témoins positifs démontre probablement qu'il n'y a pas de faux négatifs et que les deux paires
d'amorces ont une sensibilité similaire. Ceci confirme surtout qu'il n'y a pas de faux négatifs,
car un faux positif par une paire d'amorces ne sera pas positif par l'autre paire. Un résultat
similaire a également été démontré par une des prranières études réalisées par Mahoney et
coll (1992) qui ont utilisé une deuxiâne paire d'amorces pour confirmer les échantillons
positifs au premier. Pendant nos essais, on a également retrouvé des tubes négatifs même s'ils
contenaient des témoins positifs, ceci démontrant la présence des inhibiteurs à PCR dans ces
tubes. Nous avons pu surmonter ce problème par la dilution des échantillons. D'^rès les
caractéristiques de nos prélèvements on a découvert C. pneumoniae dans 12.2% des
échantillons issus de la gorge, 20% d'aspirats nasopharyngés pour bronchiolite et 22.7% de
lavage bronchealveolaires alors que les études réalisées par Grayston (1992) démontraient 5 à
10% de pneumonie causée par C. pneumoniae. Ces mêmes études rapportent que 50% des
adultes montrent une évidence séroépidémiologique et que les jeunes enfants n'étaient pas
généralement considérés comme un groupe à risque pour C. pneumoniae car la courbe de
séroconversion montre un accroissement de la prévalance à 5-20 ans. Kuo et collaborateurs
(1995) avec la MIF ont trouvé des résultats similaires, sauf pour le groupe de Hammerschlag
(1992) qui a trouvé des infections chez de jeunes enfants.
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Dans notre étude nous avons trouvé 20% des aspiiats nasophaiyngés positif pour C.
pneumoniae. Chez les enfants de moins de 2 ans.
La caractérisation et l'identification de l'organisme présent chez ces patients ont été faites par
une digestion enzymatique par Mspl-Âlul sur quatre des échantillons positifs, la souche
TWAR servant de témoin. Ceci confirme la présence de C. pneumoniae dans ces
échantillons.
Le test de la quantification nous a permis d'estimer le nombre de molécules bactériennes chez
quatre des patients soit 20,000 à 40,000 particuks bactériennes par mL C'est l'une des
premières études de la quantification réalisées sur C. pneumoniae, d'autres études de la
quantification ont été mises au point mais sur C. trachomatis (Frost et coll., 1995). En
clinique, on considère qu'il faut une concentration supérieure à 1,000 bactéries par ml de
sécrétions respiratoires poiu* considérer la bactérie comme cause de l'infection. Selon ce
critère, C. pneumoniae peut être la cause de l'infection dans les cas présentés ici
Le tableau récapitulatif regroupe les résultats des analyses de la détection de C. pneumoniae
chez 137 patients. Ce tableau met en évidence une sensibilité et une spécificité égale entre les
deux PCRs in vivo même si in vitro, la paire CpnA et ÇpnB paraissait plus sensibb. En effet,
on a autant de positif et autant de négatif chez CpnA et CpnB que chez Cri2 et CT5b et sur
les mêmes échantillons.
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CONCLUSION
Au terme de cette étude on a pu mettre au point im test au PCR pour détecter de manière
spécifique et sensible C. pneumoniae dans les sécrétions respiratoires des patients. Et ceci, en
développant ime sensibilité optimale et une bonne spécificité de la méthode.
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figure 1: Amplification par PCR de l'ADN obtenu avec différentes méthodes
Une préparation de C. pneumoniae produit en culture de tissus a été dilué dans un extrait
de cellules McCoy et extrait par une des trois techniques puis amplifiés par PCR avec les
amorces CT12 et CT5b:
a)- méthode NAOH 80° C
b)- méthode NAOH 95° C
c)- méthode PK lysis. La piste 1, la dilution 10'^ particules bactériennes; la piste 2,
10"'; la piste 3, 10"®; la piste 4, 10"'et la piste 5, la dilution 10"'°. La piste M contient le
marqueur de poids moléculaire en Kpb (Kilo paires de bases).
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Figure 2A: Impact de la variation de la concentration de MgCl2 sur l'amplification par
PCR d'une préparation de C. pneumoniae (dilution 10'^) produit en culture de
cellules et extrait au NaOH 80°C:
a) En a, l'amplification par PCR du gène PPME avec les amorces CT3B et CT8B
pour le PCR exteme suivie de la paire CT12-CT11 pour l'interne.
b) En b, l'amplification par PCR du gène PPME avec les amorces CT12 et CT5B.
les pistes 1 en a) et en b) contiennent la concentration de 0.75 |iM de MgCl2
les pistes 2 en a) et en b): 1 |iM de MgCl2.
Les pistes 3 en a) et en b): 1.5 |iM de MgCl2.
les pistes 4 en a) et en b): 2 |iM de MgCl2.
les pistes 5 en a) et en b): 2.5 |iM de MgCl2.
les pistes 6 en a) et en b): 3|iM de MgCl2.
La piste M contient le marqueur de poids moléculaire en Kpb.
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Fïgure 2B: Impact de la variation de la concentration de MgCl2 sur l'amplification par
PCR d'une préparation de C. pneumoniae.
A) Amplification du gène inconnu décrit par Campbell par la paire CpHRl et ÇpHLl
pour le premier PCR, avec une concentration de 0.75|iM suivi de la deuxième paire
CpHRl et CpHMl, avec les différentes concentrations de MgQ2.
B) Amplification du gène inconnu décrit par Campbell par la paire CpHRl et CpHLl
pour le premier PCR, avec une concentration de l.SjiM suivi de la deuxième paire
CpHRl et CpHMl, avec les différentes concentrations de MgCl2.
Q  Amplification par la paire d'amorce CpnB et CpnA en C:
les pistes 1 en a) et en b) contiennent la concentration de 0.75 |xM de MgQ2
les pistes 2 en a) et en b) :1 |J,M de MgCl2.
Les pistes 3 en a) et en b) :1.5 |xM de MgCl2.
les pistes 4 en a) et en b): 2 |xM de MgCl2.
les pistes 5 en a) et en b): 2.5 |iM de MgQ2.
les pistes 6 en a) et en b): 3fxM de MgQ2.
La piste M contient le marqueur de poids moléculaire en Kpb.
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Figure 3: Influence de la variation de la concentration des dNTPs sur l'amplification par
PCR de C. pneumoniae :
a) en a, l'amplification par PCR du gène PPME avec les amorces CT12 et CT5B.
b) en b, l'amplification par PCR du gène PPME avec les amorces CT3B et CT8B
pour le PCR externe suivi de la paire CT12-CT11 pour l'interne.
c) en c, l'amplification du gène inconnu décrit par Campbell avec les CpHRl et
CpHLl pour le premier PCR, suivie de la deuxième paire CpHRl-CpHMl.
d) en d, l'amplification par PCR du gène 16S ribosomal avec la paire d'amorce
CpnB-CpnA
les pistes 1 en a), en b), en c),et en d) contiennent la concentration de lOOfiM de
dNTps
les pistes 2 en a), en b),en c), et en d), :200 |iM de dNTPs.
les pistes 3 en a), en b), en c) et en d) :300 p,M de dNTPs
les pistes 4 en a), en b),en c et en d), 400 jiM de dNTPs
la piste M contient le marqueur de poids moléculaire en Kpb
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Figure 4: Étude de la sensibilité des paires d'amorces sur les dilutions d'extraits
bactériens.
a) en a, l'amplification du gène 16S ribosomal par PCR avec les amorces CpnB et CpnA
b) l'amplification par PCR du gène ppme^ avec les amorces CT12 et CT5B
c) l'ançlification par PCR du gène ppme^ avec les amorces CT3B et CT8B pom le PCR
externe suivi de la paire CT12-CT11 pour l'inteme:
les pistes 1 en a), en b) et en c) contiennent la dilution de 10'^
les pistes 2 en a), en b), et en c): la dilution de l'extrait bactérien delO"'
les pistes 3 en a), en b), et en c): la dilution de l'extrait bactérien de. 10"'
les pistes 4 en a), en b) et en c): la dilution de l'extrait bactérien de 10"^°
les pistes 5 en a), en b) et en c): la dilution de l'extrait bactérien de 10"'^
les pistes 6 en a), en b), et en c): la dilution de l'extrait bactérien de 10'
la piste M contient le marqueur de poids moléculaire en Kpb.
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Figure 6; Mise en évidence du clone ayant incoiporé l'insert, à l'aide du profil des
fragments d'ADN générés par Kpnl sur les différentes colonies. La piste 2
contient le clone positif de 1280 paires de bases ayant incorporé l'insert de 280
paires de bases dans son petit fragment d'environ 1000 paires de bases,
tandisqu'à la piste 1 on retrouve le plasmide original avec son petit fragment de
1000 paires de bases.
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Figure?: L'amplification par PCR avec les amorces CTl 1 et CT12 du plasmide portant le
gène ppme"^ de C. pneumoniae avec un insert de 280 pb ( piste 1) ou le plasmide
original sans insert (piste 2). La piste m contient le marqueur de poids
moléculaire
Figure 8: Confirmation de l'identité du plasmide portant le gène ppme"^ avec un insert de
280 pb par digestion de l'ADN amplifié avec les amorces CT12 et CTll avec
Mspl et Alul: la piste 3 contient l'ADN amplifié de la souche L2 de C.
trachomatis', la piste 2 l'amplicon de pUC-PPME (notre plasmide original); la
piste 1 l'amplicon de pUC-PPME long
Figure 9: Construction du clone positif pUC-ADNr par Clonage du ^tit fragment de 436
paires de bases du gène ribosomal 16S issu d'une amplification par PCR avec les
amorces CpnB et CpnA dans le plasmide universel, pUC AhD' 2 adapteurs.
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Figure 9B: Construction du plasmide pUC ADNr
Figure 9C: Construction de pUC ADNr court par délétion
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Figure 10: Mise en évidence du plasmide ayant incorporé l'ADNr de C. pneumoniae à
l'aide du profil des fragments d'ADN générés par EcoRI et Hindin sur les
différentes colonies. La piste 1 contient le recombinant positif ayant incorporé
l'insert de 436 paires de bases dans le site de clonage multiple du plasmide
tandis qu'à la piste 2 on retrouve le plasmide original. La piste M contient le
marqueur de poids moléculaire.
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Figure 11: Electrophoièse sur gel d'agarose 1% qui confirme l'identité du clone pUC-
ADNr par le traitement avec l'enzyme PvuII, la piste 2 contient le plasmide
original; la piste 1, le clone portant l'ADN de l'ADNr de C. pneumoniae. La
piste M contient le marqueur de poids moléculaire.
Figure 12:: Electrophorèse sur gel d'acrylamide (12%) du produit d'amplification par
PCR avec les amorces CpnB et CpnA du clone pUC-ADNr obtenu qui montre
un jfiagment de 436 paires de bases (piste à droite de M), absent chez le
plasmide d'origine (piste à gauche de M). La piste M contient le marqueur de
poids moléculaire.
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Figure 13: Mise en évidence par traitement avec EcoRI et Hindm d'un plasmide portant
l'ADNr de C. pneumoniae ayant subi une délétion. La piste 1 contient le
plasmide recombinant avec un insert de 374 paires de bases qui témoigne d'une
délétion. La piste M contient le marqueur de poids moléculaire.
Figure 14: Électrophorèse sur gel d'agarose 2% qui confirme l'identité du clone pUC-
ADNr par le traitement avec l'enzyme PvuII, la pistel, le clone pUC-ADNr
court. La piste M contient le marqueur de poids moléculaire.
Figure 15: Électrophorèse sur gel d'agarose 2% du produit d'amplification par PCR avec
les amorces CpnB et CpnA du clone pUC-ADNr court qui montre un fragment
de 374 paires de bases (deux pistes à gauche), et du clone pUC ADNr dont est
issu pUC-ADNr court et qui par amplification avec la même paire d'amorces,
montre un fragment de 436 paires de base (deux pistes à droite). La piste M
contient le marqueur de poids moléculaire.
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Figure 16: Électrophoièse sur gel d'agarose 2% du produit d'amplification avec la paire
d'amorces CpnA et CpnB d'une série d'échantillons. 100 copies du contrôle
positif pUC-ADNr court ont été ajoutées à chaque spécimen de sécrétions
respiratoires. Les pistes 3, 12, et 24 montrent des patients positifs pour C.
pneumoniae dans leurs sécrétions respiratoires. La piste M contient le
marqueur de poids moléculaire.
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Figure 17: Electrophoièse sur gel d'agarose 2% du produit d'amplification avec la paire
d'amorces CpnA et CpnB des mêmes échantillons présentés à la figure 16 mais
sans contrôle positif. Les pistes 3, 12, et 24 montrent des patients positifs avec
C. pnewnoniae dans leurs sécrétions respiratoires. La piste M contient le
marqueur de poids moléculaire
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FigurelS: Electrophoièse sur gel d'agarose 1% du produit d'amplification du gène ppme"^
avec la paire d'amorces CT3B et CT8B, suivies de CT12 et CT5B, des
échantillons présentés à la figure 16. 100 copies du contrôle positifs pUC-PPME
long ont été ajoutées à chaque spécimen de sécrétions. Les pistes 3, 12, et 24
montrent des sécrétions respiratoires positives pour C. pneumoniae, La piste M
contient le marqueur de poids moléculaire.
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Figurel9: Électrophorèse sur gel d'agarose 1% du produit d'amplification avec la paire
d'amorces CTSB et CT8B suivies de CT12 et CT5B, des échantillons présentés
à la figure 16, mais sans contrôle positif. Les pistes 3 et 12 montrent des
patients positifs pour C. pneumoniae dans leurs sécrétions respiratoires, tandis
que le patient 24 qui était toujours positif avec CpnA et CpnB, sans témoin
positif, et avec CT12 et CT5B avec contrôle positif, s'est avéré négatif ici. La
piste M contient le marqueur de poids moléculaire.
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FIGURE 20: La caractérisation de l'ADN amplifié à partir des sécrétions respiratoires
des patients par PCR avec les amorces CT3b et CT8b, suivies de CT12 et
CT5b en a); en b) les paires CT3B et CT8B, suivies de CT12 et CTll; en c )
la paire CpnA et CpnB. L'ADN est digéré par les enzymes Mspl et AluI et
les fragments sont séparés sur gel de polyacrylamide 10%. Les DNAs sont
colorées à l'argent.
les pistes 1 en a), en b) et en c) le patient numéro 3
les pistes 2 en a), en b),et en c) le patient numéro 12
les pistes 3 en a), en b), et en c) : le patient numéro 24
les pistes 4 en a), en b) et en c), le patient numéro 51
Les pistes 5 en a), en b) et en c), proviennent d'une souche concentrée de
TWAR amplifiée par les mêmes paires d'amorces en a), en b) et en c)
respectivement
La piste M contient les marqueurs de poids moléculaire.
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Figure 21: Electrophorèse sur gel d'agarose 2% de la quantification de l'ADN de quatre
échantillons des patients extraits par la méthode NaOH décrite au
paragraphe?. 1.2. L'extrait est dilué 10 fois puis amplifié par CpnA et CpnB
avec 0,10,100 et 500 copies du contrôle positif sur les pistes 1,2, 3,4
respectivement La piste M contient les marqueurs de poids moléculaire.
